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ABSTRAK 
UJI AKTIVITAS ANTIBIOFILM Aspergillus aculeatus TERHADAP BIOFILM 
Pseudomonas aeruginosa 
 
Pseudomonas aeruginosa merupakan salah satu bakteri Gram negatif dan memiliki 
kemampuan dalam membentuk biofilm. Bakteri pembentuk biofilm mampu membatasi 
penetrasi antibiotik menuju mikroba. Keterbatasan tersebut mengakibatkan sulitnya terapi 
pada infeksi bakteri penghasil biofilm. Aspergillus aculeatus dalam memproduksi 
senyawa antibakteri memiliki enzim Cellobiose Dehydrogenase Enzyme (CDH), β-
glucosidase, lactonase, acylase, dan oxidoreductase. Penelitian ini bertujuan untuk 
menguji aktivitas antibiofilm Aspergillus aculeatus terhadap biofilm Pseudomonas 
aeruginosa. Uji aktivitas antibiofilm terdiri dari uji pencegahan perlekatan biofilm, uji 
penghambatan pertumbuhan biofilm, dan uji penghancuran biofilm. Uji KHM dan KBM 
bertujuan untuk mengetahui kemampuan Aspergillus aculeatus dalam menghambat dan 
membunuh pertumbuhan bakteri. Metode penelitian yang digunakan adalah Microtiter 
Plate Biofilm Assay. Hasil uji aktivitas antibiofilm menunjukan bahwa Aspergillus 
aculeatus memiliki aktivitas pencegahan perlekatan, penghambat pertumbuhan dan 
penghancuran biofilm dengan persentase aktivitas terbesar secara berturut-turut pada 
konsentrasi 50%, 50%, dan 100%. Hasil uji KHM dan KBM menunjukan Aspergillus 
aculeatus tidak mampu menghambat dan membunuh bakteri. 
 
Kata kunci: Antibiofilm Aspergillus aculeatus, Biofilm Pseudomonas aeruginosa, 
Aktivitas Antibiofilm 
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ABSTRACT 
ANTIBIOFILM ACTIVITY TEST OF Aspergillus aculeatus AGAINST BIOFILM 
OF Pseudomonas aeruginosa 
 
Pseudomonas aeruginosa is Gram negative bacteria and has the ability to form biofilms. 
The formating of biofilm are able to limit the penetration of antibiotics into microbes. 
These limitations result in difficulty in therapy in biofilm producing bacterial infections. 
Aspergillus aculeatus in producing antibacterial compounds has the enzymes Cellobiose 
Dehydrogenase Enzyme (CDH), -glucosidase, lactonase, acylase, and oxidoreductase. 
This study aimed to examine the antibiofilm activity of Aspergillus aculeatus against 
Pseudomonas aeruginosa biofilms. This study aims to test the antibiofilm activity of 
Aspergillus aculeatus against the biofilm Pseudomonas aeruginosa. Antibiofilm activity 
test consists of biofilm attachment prevention test, biofilm growth inhibition test, and 
biofilm destruction test. MIC and MBC tests aim to determine the ability of Aspergillus 
aculeatus to inhibit and kill bacterial growth. The research method used is Microtiter 
Plate Biofilm Assay. Antibiofilm activity test results showed that Aspergillus aculeatus 
had attachment prevention, growth inhibition and destruction of biofilms with the largest 
percentage of activity in a row at concentrations of 50%, 50%, and 100%. MIC and MBC 
test results showed aspergillus aculeatus was unable to inhibit and kill bacteria. 
 




   
BAB I 
PENDAHULUAN 
1.1 Latar Belakang 
Pseudomonas aeruginosa merupakan salah satu bakteri Gram negatif 
dan termasuk flora normal dalam tubuh. Bakteri ini dikenal sebagai patogen 
oportunistik yang mengakibatkan infeksi ringan pada individu sehat dan infeksi 
berat pada individu dengan penurunan sistem imun (Sharma et al., 2014). Bakteri 
P. aeruginosa dapat menginfeksi bagian tubuh yang tidak memiliki sistem 
pertahanan normal, seperti mukosa atau kulit yang terluka (Qureshi, 2017). Infeksi 
ini dikarenakan bakteri dapat menginvasi pertahanan pada inang melalui area 
tubuh yang rusak (Agarwal et al., 2015). 
Pseudomonas aeruginosa sering dikaitkan dengan terjadinya 
Healthcare associated infections (HAIs) atau infeksi nosokomial (Radji, 2011). 
Infeksi nosokomial merupakan infeksi yang berkembang di lingkungan rumah 
sakit atau pelayanan kesehatan dan umumnya diderita setelah menjalani 
perawatan minimal 72 jam (Slama et al., 2011). Sebanyak 8,7% pasien di 55 
rumah sakit dari 14 negara mengalami infeksi nosokomial dengan tingkat 
prevalensi lebih dari 30% (Mansouri et al., 2013). 
Pseudomonas aeruginosa menggunakan berbagai faktor virulensi 
untuk menginfeksi inang, salah satunya adalah biofilm (Rieber et al., 2013). 
Biofilm merupakan kumpulan dari mikroorganisme (bakteri, alga, jamur, atau 
protozoa) yang diselimuti matriks polisakarida (Slobodnikova et al., 2016). 
Biofilm diproduksi oleh mikroorganisme itu sendiri dan melekat pada substrat 
biotik maupun abiotik (Hidayati & Liuwan, 2019). Bakteri P. aeruginosa dalam 
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membentuk biofilm menggunakan mekanisme yang disebut quorum sensing (QS). 
Quorum sensing merupakan mekanisme komunikasi antar sel bakteri planktonik 
(Kalia, 2012). 
Bakteri penghasil biofilm diprediksi memiliki resistensi 10.000 kali 
lebih tinggi terhadap antibiotik dibandingkan bakteri yang tidak membentuk 
biofilm (Rabin et al., 2015). Hal ini disebabkan karena keberadaan biofilm 
membatasi penetrasi antibiotik menuju mikroba (Hidayati & Liuwan, 2019). 
Keterbatasan penetrasi antibiotik tersebut mengakibatkan sulitnya terapi pada 
infeksi bakteri penghasil biofilm. 
Salah satu penelitian menunjukan bahwa Aspergillus niger mampu 
memproduksi senyawa antibiofilm terhadap bakteri Staphylococcus epidermidis 
dan Pseudomonas aeruginosa (Rasouli et al., 2020). Jamur A. niger dalam 
memproduksi antibiofilm memiliki enzim Cellobiose Dehydrogenase Enzyme 
(CDH). CDH merupakan enzim ekstraseluler yang berfungsi sebagai agen 
antimikroba dan berpotensi sebagai antibiofilm bakteri (Navidinia., 2017). Selain 
CDH, A. niger juga memiliki enzim β-glucosidase, lactonase, acylase, dan 
oxidoreductase yang dapat menghambat proses quorum sensing melalui degradasi 
AHL (Akhdiya, 2018) maupun pemotongan ikatan glukosa dan pembebasan 
fenolik (Ma‟rufah et al., 2013). 
Aspergillus niger merupakan salah satu genus Aspergillus (Mozer, 
2015). Spesies Aspergillus tersebar luas di seluruh dunia karena spora jamur yang 
mudah tersebar melalui angin. Aspergillus dapat hidup pada media dengan 
kandungan gula dan asam yang tinggi (Irma, 2015). Ada berbagai macam spesies 
Aspergillus diantaranya Aspergillus terreus, Aspergillus niger, Aspergillus 
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aculeatus, Aspergillus oryzae, Aspergillus glaucus, Aspergillus ornatus, dan 
masih banyak lagi (Hayani et al., 2017). 
Penelitian tentang antibiofilm Aspergillus masih terus berkembang, 
salah satunya Aspergillus aculeatus. Jamur A. aculeatus merupakan fungi yang 
memiliki kandungan enzim Cellobiose Dehydrogenase Enzyme (CDH), β-
glucosidase (Rasouli et al., 2020), lactonase, acylase (Sala et al., 2019), dan 
oxidoreductase (Bijtenhoorn et al., 2011). Kandungan yang dimiliki A. aculeateus 
tersebut berpotensi dalam menghambat motilitas, menghambat sintesis fimbriae, 
membentuk antibiofilm dan dapat menghambat proses quorum sensing 
(Navidinia., 2017). Sedikitnya penelitian tentang potensi antibiofilm A. aculeatus 
terhadap biofilm P. aeruginosa membuat peneliti tertarik untuk melakukan 
penelitian tersebut. 
Allah berfirman dalam Al-Qur‟an surah Thaha ayat 53 :  
ِء  ا َم سَّ ل ا َن  ِم َزَل   ْ ن َوَأ ًًل  ُب ُس ا  َه ي ِف ْم  ُك َل َك  َل َوَس ا  ًد ْه َم ْْلَْرَض  ا ُم  ُك َل َل  َع َج ي  لَِّذ ا
ى  ّتَّ َش ٍت  ا َب  َ ن ْن  ِم ا  ًج ْزَوا َأ و  ِب ا  َن َرْج ْخ َأ َف ًء  ا :  َم و ط (٣ ٥) 
Artinya “Dia yang telah menjadikan bagimu bumi sebagai hamparan 
dan yang telah menjadikan bagimu di bumi itu jalan-jalan, dan menurunkan dari 
langit air hujan. Maka kami tumbuhkan dengan air hujan itu berjenis-jenis dari 
tumbuh-tumbuhan yang bermacam-macam” (Qs: At-Thaha: 53. Al Quran Al-
Jumanatul „Ali, 2015). 
 
Ayat tersebut menjelaskan tentang adanya berbagai macam tumbuhan. 
Tumbuhan tingkat tinggi maupun tumbuhan tingkat rendah, dan tumbuhan yang 
berbeda warna serta manfaat. Di dalam riwayat hadis shahih Imam Bukhari 
Muslim dikatakan bahwa, Rasulullah Muhammad SAW bersabda: “Tidaklah 
Allah menurunkan penyakit kecuali Dia juga menurunkan penawarnya”. 
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Bersandarkan dari riwayat hadis tersebut, dapat disimpulkan bahwa segala macam 
penyakit pasti ada obat atau penawarnya. Kewajiban setiap manusia adalah 
berusaha untuk mencari atau meneliti obat yang tepat dalam menyembuhkan 
setiap penyakit. 
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1.2 Rumusan Masalah    
1.2.1 Rumusan Masalah Umum 
Bagaimana aktivitas antibiofilm Aspergillus aculeatus terhadap 
biofilm Pseudomonas aeruginosa ? 
1.2.2 Rumusan Masalah Khusus     
a. Bagaimana aktivitas antibiofilm Aspergillus aculeatus terhadap 
pencegahan perlekatan biofilm Pseudomonas aeruginosa ? 
b. Bagaimana aktivitas antibiofilm Aspergillus aculeatus terhadap 
pertumbuhan biofilm Pseudomonas aeruginosa ? 
c. Bagaimana aktivitas antibiofilm Aspergillus aculeatus terhadap 
penghancuran biofilm Pseudomonas aeruginosa ? 
d. Berapakah Nilai Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan 
Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) Aspergillus aculeatus terhadap 
bakteri Pseudomonas aeruginosa ? 
1.3 Tujuan Penelitian 
1.3.1 Tujuan Penelitian Umum 
Mengetahui aktivitas antibiofilm Aspergillus aculeatus terhadap 
biofilm Pseudomonas aeruginosa. 
1.3.2   Tujuan Penelitian Khusus 
a. Mengetahui aktivitas antibiofilm Aspergillus aculeatus terhadap 
pencegahan perlekatan biofilm Pseudomonas aeruginosa. 
b. Mengetahui aktivitas antibiofilm Aspergillus aculeatus terhadap 
pertumbuhan biofilm Pseudomonas aeruginosa. 
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c. Mengetahui aktivitas antibiofilm Aspergillus aculeatus terhadap 
penghancuran biofilm Pseudomonas aeruginosa. 
d. Mengetahui Nilai Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan 
Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) Aspergillus aculeatus terhadap 
bakteri Pseudomonas aeruginosa. 
1.4 Manfaat Penelitian 
1.4.1 Manfaat Akademik 
Memberikan tambahan pengetahuan dan pengembangan ilmu 
mengenai aktivitas antibiofilm Aspergillus aculeatus terhadap biofilm 
Pseudomonas aeruginosa. 
1.4.2 Manfaat Aplikatif 
Memberikan informasi mengenai pemanfaatan Aspergillus aculeatus 
sebagai antibiofilm bakteri. 
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BAB II 
TINJAUAN PUSTAKA 
2.1 Pseudomonas aeruginosa 
2.1.1 Taksonomi Pseudomonas aeruginosa 
Pseudomonas aeruginosa merupakan bakteri Gram negatif dan 
termasuk genus Pseudomonas. Berikut ini merupakan taksonomi dari 
Pseudomonas aeruginosa (Todar, 2020). 
Kingdom  : Bacteria 
Filum   : Proteobacteria 
Kelas   : Gamma Proteobacteria 
Ordo    : Pseudomonadales 
Familia : Pseudomonadaceae    
Genus   : Pseudomonas    
Spesies  : Aeruginosa    
2.1.2 Karakteristik Pseudomonas aeruginosa 
Pseudomonas aeruginosa merupakan bakteri Gram negatif dari famili 
Pseudomonadaceae (Sulistiyaningsih, 2010). Bakteri ini merupakan flora normal 
pada manusia dan dikenal sebagai patogen oportunistik yang berbentuk batang, 
motil, dan berukuran sekitar 0.6x2 mm (Sinulingga, 2015). Pada umumnya P. 
aeruginosa memiliki flagel polar, dan terkadang memiliki 2-3 flagel. Bakteri ini 
tumbuh baik pada temperatur 37-42°C. P. aeruginosa tidak dapat meragikan 
karbohidrat dan bersifat oksidase positif (Brooks et al., 2013). 
Pseudomonas aeruginosa mudah tumbuh di berbagai tipe media, 
sehingga bersifat obligat aerob dan terkadang memiliki bau manis seperti jagung 
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atau anggur (Syahrurachman et al., 2010). Beberapa strain pada P. aeruginosa 
dapat menyebabkan hemolisis darah. Bakteri ini memiliki koloni bulat, halus, dan 
berwarna kehijauan (Brooks et al., 2013). Berbagai tipe koloni yang dihasilkan P. 
aeruginosa memiliki aktivitas biokimia dan enzimatik yang berbeda. Pada isolat 
yang berasal dari tanah atau air memiliki bentuk koloni kecil dan kasar, namun 
pada isolat yang berasal dari sampel klinik memiliki koloni halus, rata, menonjol, 
dan bisa saja menghasilkan mukoid oleh alginat (Todar, 2020). 
 
Gambar 2.1 Koloni Pseudomonas aeruginosa yang berasal dari 
sampel klinik memiliki koloni halus, rata, dan menonjol.  
(sumber : Sulistiyaningsih, 2010). 
2.1.3 Patogenitas Pseudomonas aeruginosa 
Pseudomonas aeruginosa merupakan bakteri oportunistik (Sanjaya et 
al., 2019). Bakteri ini dapat menginfeksi bagian anggota tubuh yang tidak 
memiliki pertahanan normal, seperti mukosa maupun kulit yang terluka (Qureshi, 
2017). Multifaktorial patogenisitas infeksi ini dikarenakan faktor virulensi yang 
dimiliki bakteri cukup beragam. Faktor virulensi pada P. aeruginosa berhubungan 
dengan pili, kapsul polisakarida, lipopolisakarida (LPS), alginat, alkalin protease, 
eksotoksin A, eksotoksin C, elastase, hemolisin, dan siderofor (Gunardi, 2017). 
Beberapa dari komposisi struktur tersebut yang bertanggung jawab sebagai faktor 
virulensi patogenesis seperti adhesi zat virulennya berupa kapsul polisakarida 
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(glikokaliks), alginat (biofilm), dan fimbriae (pili N-metil) (Sarowska et al., 
2019). Sedangkan dalam invasi zat virulen berupa alkalin protease, hemolisis 
(lesitinase dan fosfolipase), elastase, sitotoksik, dan pigmen piosin. Pergerakan zat 
virulen P. aeruginosa berupa flagel. Toksin zat virulennya berupa lipopolisakarida 
(LPS), ekoenzim S, dan ekoenzim A (Jawetz, 2010). 
Faktor virulensi isolat P. aeruginosa yang menyebabkan infeksi 
saluran kemih (ISK) adalah elastase, fosfolipase C, dan eksoenzim S yang 
merupakan penyebab infeksi persisten (Rasamiravaka et al., 2015). Faktor 
virulensi lainnya adalah hemolisin yang berkorelasi dengan kerusakan jaringan 
ginjal. P. aeruginosa dengan tipe mukoid banyak ditemukan pada kasus Cystic 
Fibrosis (CF) dan faktor virulensi yang paling berperan adalah alginat (Laverty et 
al., 2014). Banyak isolat yang ditemukan pada alat kesehatan seperti kateter urin 
memiliki Pel dan Psl yang merupakan komponen EPS (Gunardi, 2017). 
2.1.4 Identifikasi Pseudomonas aeruginosa 
2.1.4.1 Mikroskopis 
Identifikasi bakteri P. aeruginosa secara mikroskopis menggunakan 
pewarnaan Gram. Pewarnaan Gram digunakan untuk mengidentifikasi ukuran, 
bentuk, dan susunan bakteri (Sinulinga, 2015). Pewarnaan pada bakteri P. 
aeruginosa menunjukan bahwa bakteri ini berwarna merah dengan bentuk seperti 
batang dan berukuran pendek. Bakteri tersebut memiliki peptidoglikan tipis 
sehingga saat dicuci menggunakan alkohol dinding bakteri dapat menghilang. 
Pemberian kristal violet pada bakteri Gram negatif mudah terurai sehingga P. 
aeruginosa hanya menyerap pewarna lain yaitu safranin yang menjadikan bakteri 
ini berwarna merah muda.  
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Gambar 2.2 Pewarnaan Gram negatif menggunakan kristal 
violet pada bakteri P.aeruginosa (sumber : Sinulingga, 2015). 
2.1.4.2 Biakan pada Medium Diferensial 
Medium diferensial merupakan medium yang dapat memberikan suatu 
tampilan yang khas pada suatu koloni dari organisme tertentu. Medium diferensial 
memiliki banyak jenis seperti agar Eosin Methylene Blue (EMB), Agar Mueller 
Hinton (MHA), agar Mac-Conkey, dan agar Desoxycholate. Pada agar 
Desoxycholate mengandung warna serta glukosa dengan tujuan membedakan 
antara koloni bakteri yang memfermentasikan laktosa dan tidak memfermentasi 
laktosa (Abidah, 2020). Agar Mac-Conkey pada P. aeruginosa tampak berwarna 
hijau kebiruan karena pigmen piosin yang berdifusi ke dalam media (Badal, 
2018). 
 
Gambar 2.3 Biakan P. aeruginosa pada agar Mac-Conkey. P.aeruginosa  
tampak berwarna hijau kebiruan (sumber : Olivia, 2017). 
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2.1.4.3 Uji Biokimia 
Identifikasi pada P. aeruginosa dapat dilakukan dengan uji IMViC 
(Indole, Methyl red, Voges-Proskaurer, and Citrate) dan TSIA (Triple Sugar Iron 
Agar). Uji Indole bertujuan untuk mengetahui bagaimana kemampuan bakteri 
dalam memecah triptofan menjadi indol. Pada P. aeruginosa didapatkan hasil 
positif yang ditandai dengan terbentuknya cincin ungu pada tabung reaksi. Hal ini 
mengindikasikan bahwa bakteri menghasilkan enzim triptophanase (Rahmadian et 
al., 2018). Uji Methyl Red bertujuan untuk mengetahui kemampuan bakteri dalam 
memfermentasikan glukosa sehingga pH menjadi asam. Uji Voges-Proskaurer 
digunakan untuk mengetahui organisme yang dapat memfermentasikan glukosa 
namun dengan cepat mengubah asam menjadi asetil. Pada uji Voges-Proskaurer 
dapat merubah larutan yang kuning menjadi merah, hal ini karena adanya 
kandungan asetonin yang diproduksi oleh bakteri (Leboffe dan Pierre, 2012).  
2.2 Biofilm 
2.2.1 Definisi Biofilm 
Biofilm merupakan kumpulan mikroorganisme seperti alga, bakteri, 
protozoa, atau jamur yang diselimuti oleh matriks polisakarida. Biofilm 
diproduksi oleh mikroorganisme itu sendiri dan melekat pada substrat biotik 
maupun abiotik (Hidayati & Liuwan, 2019). Bakteri penghasil biofilm diprediksi 
memiliki resistensi 10.000 kali lebih tinggi terhadap antibiotik dibandingkan 
bakteri yang tidak membentuk biofilm (Rabin et al., 2015). Hal ini disebabkan 
karena keberadaan biofilm membatasi penetrasi antibiotik menuju mikroba 
(Abida, 2020). Keterbatasan penetrasi antibiotik tersebut mengakibatkan sulitnya 
terapi pada infeksi bakteri penghasil biofilm. 
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2.2.2 Struktur Biofilm 
Biofilm terbentuk dari mikroorganisme dan zat polimer ekstraseluler 
yang disebut Extracellular Polymeric Substance (EPS). EPS terdiri dari DNA 
(<1%), RNA (<1%), polisakarida (1-2%), protein (1-2%), dan air (mencapai 
97%).  EPS menyusun 50%-90% karbon organik biofilm dan dianggap sebagai 
bahan pembentuk matriks utama (Homenta., 2016). 
 
Gambar 2.4 Struktur pada biofilm. Biofilm terdiri atas sel bakteri, 
enzim, DNA, eksopolisakarida, saluran air, dan protein. 
(sumber: Rabin et al., 2015). 
2.2.3 Mekanisme Pembentukan Biofilm   
Biofilm terbentuk pada permukaan biotik maupun abiotik. Perlekatan 
biofilm di permukaan biotik seperti sel epitel, jaringan binatang dan kulit 
manusia, diperantarai oleh interaksi protein bakteri terhadap protein ekstraseluler 
(Sharma et al., 2016). Pada tahap perlekatan biofilm di permukaan abiotik seperti 
kaca, plastik, baja, peralatan medis, dan lain-lain diperantarai oleh adhesin 
(Kumar et al., 2017) 
Proses pembentukan biofilm dimulai dari perlekatan pada permukaan 
atau attachment. Pada fase awal, bakteri berinteraksi secara lemah dan agregasi 
secara longgar sehingga dapat terpisah dan kembali dalam bentuk planktonik atau 
reversibel. Interaksi ini terjadi pada spesies yang sama maupun spesies yang 
berbeda (Gupta et al., 2015). Selanjutnya bakteri akan mengalami perlekatan pada 
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permukaan atau ireversibel melalui interaksi hidrofilik atau hidrofobik. Setelah 
bakteri melekat, bakteri bermutiplikasi dan membentuk satu lapisan tipis. Interaksi 
ini diperantarai oleh adhesi spesifik antara organel perlekatan seperti fimbriae, 
flagella, lipopolisakarida, dan protein adhesif (Jamal et al., 2015).  Bakteri akan 
mengalami perubahan genotip maupun fenotip dalam perkembangan dan 
pematangan biofilm (Kumar et al., 2017). 
Pada saat perlekatan bakteri telah bersifat ireversibel, bakteri akan 
membentuk mikrokoloni dengan cara memproduksi matriks extracellular 
polysaccharide (EPS). Perubahan bakteri dari sel tunggal menjadi mikrokoloni 
memerlukan komunikasi menggunakan sistem quorum sensing. Quorum sensing 
merupakan kemampuan molekul untuk melakukan komunikasi antar sel melalui 
sinyal peptida dan molekul seperti 3,5-cyclic diguanylic acid (c-di-GMP), 
competence stimulating peptide, rhamnolipid, modulin yang larut dalam fenol, 
farnesol, dan lain-lain (Kumar et al., 2017). Matriks extracellular polysaccharide 
(EPS) akan teraktivasi ketika intensitas sinyal tersebut telah mencapai threshold 
level. Mikrokoloni akan berkembang menjadi makrokoloni. Makrokoloni akan 
membentuk fluid-filled channel sebagai kanal pertukaran produk buangan dalam 
biofilm (Gupta et al., 2015). 
Mikrokoloni terus berkembang dan mengalami maturasi. Maturasi 
dipengaruhi oleh konsentrasi nutrisi, pH, oksigen, osmolaritas, konsentrasi 
elektrolit, sumber karbon, suhu, dan tipe permukaan. Maturasi bakteri ditandai 
dengan kerapatan dan kompleksitas biofilm. Komponen biofilm akan terus 
berkembang hingga mencapai titik kritikal dan keseimbangan dinamik. Ketika 
telah mencapai hal tersebut, persediaan pH dan nutrisi akan menurun serta 
14 
   
timbulnya akumulasi metabolik. Hal tersebut dapat memicu terjadinya dispersi 
pada biofilm. Pada tahap ini bakteri mulai berhenti mengkode gen 
ekstopolisakarida atau fimbriae. Pada tahap ini juga gen pengkode protein 
kemotaktik dan flagella akan ditingkatkan regulasinya secara simultan sehingga 
bakteri tersebut dapat kembali ke bentuk planktonik dan terlepas dari biofilm 
(Sadekuzzaman et al., 2015). 
 
Gambar 2.5 Proses pembentukan biofilm 
(sumber : Toyofuku et al., 2015). 
2.2.4 Pembentukan Biofilm pada Pseudomonas aeruginosa 
Pembentukan biofilm pada bakteri P. aeruginosa terdapat lima 
tahapan. Tahap pertama yaitu melekatnya bakteri planktonik. Pada tahap kedua 
bakteri membutuhkan protein SadB yang berfungsi merubah perlekatan menjadi 
ireversibel. Ketika perlekatan bakteri telah bersifat ireversibel pada tahap ketiga 
bakteri akan membentuk mikrokoloni dengan cara memproduksi matriks 
extracellular polysaccharide (EPS). Terdapat tiga komponen polisakarida 
pembentuk biofilm P. aeruginosa yaitu Pel, Psl, dan alginat. Komponen Pel dan 
Psl berperan dalam maturasi biofilm dan resistensi antibiotik, sedangkan peran 
komponen alginat berperan dalam menghasilkan mukus sebagai pelindung bakteri 
terhadap sistem imun dan antimikroba. Tahap keempat merupakan maturasi dari 
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biofilm dan pada tahap kelima terjadi pelepasan bakteri untuk membentuk lapisan 
biofilm yang baru (Gunardi, 2017).     
 
Gambar 2.6 Tahap pembentukan biofilm: (i) perlekatan bakteri planktonik. 
(ii) perlekatan ireversibel. (iii) pembentukan mikrokoloni. (iv) maturasi 
biofilm (v) pelepasan bakteri biofilm (sumber : Soto, 2014). 
Pembentukan biofilm P. aeruginosa pada media glukosa terjadi 
minimal 2 jam setelah bakteri planktonik mulai melekat. Perlekatan yang bersifat 
ireversibel akan terbentuk dalam waktu 8 jam. Perlekatan ini mencapai tahapan 
quorum sensing yang kemudian membentuk mikrokoloni dengan cara 
memproduksi EPS dalam waktu 14 jam. Mikrokoloni kemudian berkembang 
menjadi biofilm yang matur dengan EPS yang kokoh. Proses tersebut terjadi 
selama 1-4 hari setelah perlekatan. Biofilm yang matur dapat kembali menjadi 
bakteri planktonik dan akan menjadi siklus secara berulang. Siklus ini 
menyebabkan kolonisasi dan dapat menginfeksi (Rasamiravaka et al., 2015).  
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Gambar 2.7 Siklus pembentukan biofilm P.aeruginosa pada media minimal glukosa. 
Stage 1 bakteri planktonik mulai melekat. Stage 2 perlekatan bersifat ireversibel. Stage 3 
pembentukan mikrokoloni. Stage 4 biofilm matur. Stage 5 terjadi pelepasan bakteri 
planktonik (sumber : Rasamiravaka et al., 2015). 
2.2.5 Quorum sensing 
Quorum sensing merupakan mekanisme komunikasi bakteri dalam 
pembentukan biofilm (Kalia, 2012). Selain itu quorum sensing dapat mengatur 
faktor virulensi, resistensi antibiotik, bioluminesen, dan pembentukan biofilm 
(Lixa et al., 2015). Pada proses quorum sensing bakteri melakukan sekresi 
molekul sinyal ekstraseluler untuk mengatur proses biologis yang disebut 
autoinducer (AI) (Turan et al., 2017). Sinyal akan terdeteksi oleh reseptor pada 
sitoplasma atau membran sel kemudian mengaktifkan ekspresi gen tertentu sesuai 
target sinyal ketika konsentrasi sinyal telah mencapai threshold level (Toyofuku et 
al., 2015).  
Molekul sinyal pada bakteri Gram negatif dan bakteri Gram positif 
mengandung molekul yang berbeda. Bakteri Gram positif menghasilkan molekul 
sinyal berbentuk peptida yang disebut dengan autoinducing peptides (AIP) dan 
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actinomycete produce A-factor. Prekursor peptida dimodifikasi, diproses menjadi 
molekul oligopeptida yang lebih sempurna dan akan dikeluarkan melalui transport 
ATP binding cassette (Toyofuku et al., 2015). Sedangkan molekul sinyal pada 
Gram negatif berupa acyl-homoserine lactone (AHL) dan turunan S-adenosyl 
methionine (SAM) seperti autoinducer-2 (AI-2). LuxI adalah protein yang dapat 
memperlambat atau mempercepat pembentukan AHL yang tersebar ke dalam 
maupun keluar sel. LuxR merupakan tipe protein yang berikatan dengan 
autoinducer ketika konsentrasinya mencapai tingkat tertentu. Ikatan antara AHL 
dengan LuxR akan mengenai DNA sehingga dapat mengaktifkan transkripsi 
sekuen gen (Bouyahya et al., 2017). 
 
Gambar 2.8 Sistem quorum sensing LuxI dan LuxR pada bakteri Gram negatif. LuxI 
mengkatalis pembentukan autoinducer. Autoinducer menyebar bebas melalui membran 
sel dan berakumulasi. Ketika tingkat konsentrasi autoinducer tinggi, LuxR akan 
berikatan. Ikatan antara LuxR dan autoinducer akan mengaktifkan transkripsi gen target 
(sumber : Schauder & Bassler, 2001). 
2.2.6 Quorum sensing pada Pseudomonas aeruginosa 
Sistem quorum sensing pada P. aeruginosa berkaitan dengan proses 
metabolisme, sintesis protein, motilitas, eksoenzim, dan virulensi. Molekul 
protein regulator P. aeruginosa yaitu RhlR, LasR, C4-HSL, 3OC12-HSL, dan 
QscR. RhlR dan LasR berperan dalam pembentukan kompleks aktif sinyal 
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kognitif. 3OC12-HSL dan C4-HSL akan mengaktifkan sinyal LasR, kemudian 
RhlR yang akan mengikat promotor dan menginduksi ekspresi dari berbagai gen. 
Rantai 3OC12-HSL dan C4-HSL merupakan rantai terpendek dan stabil sebagai 
molekul sinyal pada bakteri (Hadiwiyono, 2009). QscR merupakan molekul sinyal 
yang dapat mengontrol ekspresi gen virulensi salah satunya patogen oportunistik 
(liu et al., 2010). 
2.2.7 Resistensi Biofilm terhadap Antibiotik 
Ketidakberhasilan terapi antibiotik pada infeksi bakteri karena struktur 
biofilm yang tersusun dari matriks EPS (Brooks et al., 2013). Matriks tersebut 
menyebabkan sulitnya penetrasi antibiotik (Ming et al., 2017). Sebagian bakteri 
mampu melakukan mutasi gen secara acak pada plasmid melalui transfer gen 
horizontal. Biofilm dengan transfer gen horizontal terjadi lebih tinggi 
dibandingkan bakteri planktonik. Adanya keterbatasan nutrisi dan oksigen dalam 
biofilm menyebabkan laju metabolisme, pembelahan sel, dan pertumbuhan 
menjadi lebih lambat. Hal tersebut mengakibatkan bakteri menjadi tidak sensitif 
terhadap antibiotik yang menargetkan pembelahan sel dan tidak dapat 
mempengaruhi sel persitel. Sel persitel merupakan sub populasi dengan laju 
pertumbuhan sangat lambat atau nol (Rabin et al., 2015). 
2.2.8 Uji Pembentukan Biofilm 
2.2.8.1 Metode Tabung 
Metode tabung merupakan suatu metode untuk mendeteksi 
pembentukan biofilm secara kualitatif. Metode ini dilakukan dengan cara 
mengamati garis biofilm yang terbentuk pada dinding dan dasar tabung. Penilaian 
jumlah biofilm dengan memberi nilai satu apabila lemah atau tidak terbentuk 
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biofilm, nilai 2 apabila sedang, dan nilai 3 apabila tinggi/kuat (Kirmausaoglu, 
2019). 
 
Gambar 2.9 Metode tabung. Tabung kanan menunjukan tidak 
terbentuknya biofilm, tabung tengah menunjukan terbentuknya biofilm 
namun lemah, dan tabung kiri menunjukan terbentuknya biofilm secara 
kuat (sumber : Ruchi et al., 2015). 
2.2.8.2 Metode Congo Red Agar 
Congo Red Agar (CRA) merupakan suatu metode uji biofilm secara 
kualitatif dengan mengamati perubahan warna pada koloni bakteri. Medium yang 
digunakan pada CRA tersusun dari agar nomor 1 (10g/L), brain heart infusion 
broth (37 g/L), Congo Red (8 g/L), dan sukrosa (50 g/L). Bakteri yang telah 
ditanam pada medium CRA selanjutnya diinkubasi selama 24 jam dengan suhu 
37°C dalam keadaan aerob. Bakteri dengan koloni berwarna hitam dan memiliki 
konsistensi kristal kering merupakan bakteri pembentuk biofilm. Sedangkan 
koloni yang berwarna merah atau merah muda bukan merupakan bakteri 
penghasil biofilm (Ruchi et al., 2015)  
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Gambar 2.10 Metode Congo Red Agar (CRA). Bakteri pembentuk 
biofilm memiliki koloni berwarna hitam (sumber : Ruchi et al., 2015). 
 
 
Gambar 2.11 Metode Congo Red Agar (CRA). Bakteri yang tidak 
memiliki biofilm memiliki koloni berwarna merah muda (sumber : Ruchi 
et al., 2015). 
2.2.8.3 Metode Microtiter Plate (MtP) 
Metode microtiter plate merupakan suatu metode untuk mendeteksi 
adanya biofilm secara kuantitatif dan merupakan gold standar pendeteksi biofilm. 
Biofilm yang terbentuk di hitung menggunakan microplate reader (micro 
ELISA). Pada metode ini well yang berisi media digunakan sebagai blank dan 
merupakan kontrol negatif. Nilai OD blank digunakan sebagai acuan pendeteksi 
biofilm bakteri. Apabila nilai OD sampel lebih besar dari OD blank maka dapat 
disimpulkan bahwa bakteri sampel merupakan pembentuk biofilm  (Kirmusaoglu, 
2019). Interpretasi nilai OD terhadap produksi biofilm sesuai dengan tabel 2.1. 
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Gambar 2.12 Metode Microtiter Plate (MtP) 
(sumber : Ruchi et al., 2015). 
Tabel 2.1 Interpretasi kekuatan agen pembentuk biofilm 
Rata-rata nilai OD Kekuatan penghasil biofilm 
ODisolat ≤ Odcut Non-biofilm producer 
ODcut ≤ ODisolat ≤ 2x Odcut Weak-biofilm producer 
2x ODcut ≤ ODisolat ≤ 4x 
Odcut 
Moderate-biofilm producer 
4x ODcut  ≤ ODisolat Strong-biofilm producer 
ODcut = Optical Density Cut-off value = rata-rata OD kontrol negatif + 3x 
Standar deviasi (SD) kontrol negatif (sumber : Ramadana et al., 2017). 
2.3 Aspergillus aculeatus 
2.3.1 Taksonomi Aspergillus aculeatus 
Aspergillus aculeatus merupakan fungi yang memiliki spora berwarna 
cokelat kehitaman. Taksonomi A. aculeatus sebagai berikut (Mudah, 2013). 
Domain : Eukaryota 
Kingdom : Fungi 
Divisi : Ascomycota 
Kelas : Eurotiomycetes 
Ordo : Eurotiales 
Famili : Trichocomaceae 
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Genus : Aspergillus 
Spesies : Aspergillus aculeatus 
2.3.2 Karakteristik Aspergillus aculeatus 
Aspergillus aculeatus merupakan isolat fungi yang sering ditemui pada 
buah busuk dan tanah. A. aculeatus termasuk dalam Aspergillus section Nigri 
berdasarkan taksonominya sehingga berkerabat dekat dengan A. niger. Pada A. 
aculeatus dapat ditemukan struktur philades dengan vesikel yang lebih besar dan 
konidia berbentuk ellipsoidal (Blackburn, 2006). Spesies ini dapat tumbuh pada 
suhu 10-42ºC dan memiliki suhu optimum sebesar 30ºC. Ketika dalam keadaan 
suhu yang optimum A. aculeatus dapat menghasilkan aktivitas enzim pektinolitik 
yang tinggi (Simbolon, 2012). Secara makroskopis A. aculeatus memiliki spora 
gelap berwarna cokelat kehitam dan secara mikroskopis menunjukan adanya 
kepala konidia (vesikel) berbentuk seperti gada. Batang konidia yang memiliki 
bentuk memanjang dengan tekstur halus dan berwarna kecokelatan kehitaman. 
Konidia (spora) berbentuk bulat, berwarna cokelat dan permukaan rata. 
 
Gambar 2.13 Spora A. aculeatus berwarna cokelat kehitaman 
(sumber: fungi.myspecies.info/users/paul-cannon). 
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2.3.3 Identifikasi Aspergillus aculeatus 
2.3.3.1 Biakan pada Medium Diferensial 
Potato Dextrose Agar (PDA) merupakan medium biakan yang umum 
digunakan sebagai pertumbuhan jamur salah satunya Aspergillus sp. Hal ini 
dikarenakan pH PDA yang rendah yaitu mencapai 4,5 sampai 5,5 sehingga dapat 
menekan pertumbuhan bakteri yang membutuhkan lingkungan dengan pH netral. 
(Aini & Rahayu, 2015). Media pada PDA tersusun atas bahan sintetik dextrose, 
agar dan bahan alami berupa kentang (Octavia & Wantini, 2017). Pertumbuhan 
jamur A. aculeatus pada medium PDA menghasilkan spora berwarna cokelat 
hingga kehitaman (Simbolon, 2012).  
2.3.4 Aspergillus aculeatus Sebagai Antibiofilm 
Aktivitas antibiofilm pada A. aculeatus dapat dibuktikan dengan 
adanya destruksi pada bakteri, menekan pembentukan biofilm dengan cara 
mempengaruhi mekanisme quorum sensing, atau sistem lain tanpa adanya 
pengaruh pada pertumbuhan bakteri (Slobodnikovanikova et al., 2016). A. 
aculeatus dalam memproduksi antibiofilm memiliki enzim Cellobiose 
Dehydrogenase Enzyme (CDH), β-glucosidase (Rasouli et al., 2020), lactonase, 
acylase, dan oxidoreductase (Tommonaro, 2019). CDH merupakan enzim 
ekstraseluler yang dapat mengoksidasi laktosa pada selubung EPS sehingga dapat 
berfungsi sebagai antibiofilm (Navidinia, 2017). β-glucosidase pada A. aculeatus 
memiliki kemampuan memotong ikatan glukosa maupun pembebasan fenolik. Hal 
tersebut mengakibatkan terhambatnya motilitas bakteri, menghambat sintesis 
fimbriae, menurunkan produksi EPS, dan dapat mengganggu quorum sensing 
sehingga β-glucosidase mampu mencegah perlekatan, dan menghambat 
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pertumbuhan bakteri (Ma‟rufah et al., 2013). Lactonase mampu menginaktivasi 
autoinducer (aiiA) sehingga quorum sensing tidak dapat mensekresi molekul 
sinyal ekstraseluler. Selain itu lactonase dapat mendegradasi AHL melalui 
katalisis reaksi pembukaan cincin lakton. Acylase mampu mendegradasi AHL 
melalui reaksi pemotongan ikatan peptida pada cincin hemoserin lakton (Sala et 
al., 2019). Oxidoreductase dapat menginvasi molekul AHL melalui reaksi 
oksidasi reduksi pada rantai acyl dan menyebabkan modifikasi pada molekul AHL 
tanpa menyebabkan terdegradasinya molekul sinyal AHL (Bijtenhoorn et al., 
2011). 
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Gambar 2.14 Kerangka Teori 
 
Pseudomonas aeruginosa merupakan bakteri Gram negatif dari famili 
Pseudomonadaceae. Bakteri ini merupakan flora normal pada manusia dan 
dikenal sebagai patogen oportunistik. P. aeruginosa memiliki beberapa faktor 
virulensi, salah satunya adalah biofilm. Biofilm pada P. aeruginosa dibentuk oleh 
sel-sel planktonik yang melekat dan bersifat reversibel. Perlekatan yang bersifat 
reversibel kemudian berubah menjadi ireversibel dengan bantuan protein SadB. 
Sel planktonik membentuk mikrokoloni dan mulai membentuk biofilm 
menggunakan komunikasi yang disebut quorum sensing. Biofilm akan terus 
berkembang sehingga menjadi biofilm yang matur. Biofilm yang telah matur 




































   
dapat kembali ke bentuk planktonik ketika telah mencapai titik kritikal dan 
keseimbangan dinamis. Keberadaan biofilm membatasi penetrasi antibiotik 
menuju mikroba. Hal tersebut mengakibatkan sulitnya terapi pada infeksi bakteri 
penghasil biofilm. 
Aspergillus aculeatus dalam memproduksi antibiofilm memiliki enzim 
Cellobiose Dehydrogenase Enzyme (CDH), β-glucosidase, lactonase, acylase, dan 
oxidoreductase. CDH merupakan enzim ekstraseluler yang dapat mengoksidasi 
laktosa pada selubung EPS sehingga dapat mencegah perlekatan, menghambat 
pertumbuhan, dan menghancurkan matriks biofilm. β-glucosidase memiliki 
kemampuan memotong ikatan glukosa maupun pembebasan fenolik. Hal tersebut 
mengakibatkan terhambatnya motilitas bakteri, menghambat sintesis fimbriae, 
menurunkan produksi EPS, dan dapat mengganggu quorum sensing sehingga β-
glucosidase mampu mencegah perlekatan, dan menghambat pertumbuhan bakteri. 
Lactonase, acylase, dan oxidoreductase dapat menghambat proses pertumbuhan 
biofilm bakteri. Hal tersebut dikarenakan adanya gangguan dan hambatan pada 
sistem quorum sensing melalui degradasi AHL.  
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BAB III 
KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN 
3.1 Kerangka Konsep Penelitian 
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Cellobiase Dehydrogenase 
Enzyme (CDH)
enzim ekstraseluler yang mampu 
mengoksidasi laktosa pada selung 
ekspopolisakarida bakteri yang 
menghasilkan biofilm.
β-glucosidase
membebaskan fenolik dan 
memotong ikatan glukosa yang 
dapat menghambat motilitas, 
menghambat sintetis fimbria, 
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Acylase
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Pada tahap pertama proses pembentukan biofilm bakteri P. 
aeruginosa, sel planktonik melakukan perlekatan awal dipermukaan biotik 
maupun abiotik. Pada tahap kedua bakteri merubah perlekatan menjadi 
ireversibel. Sel-sel yang telah melekat secara ireversibel akan saling 
berkomunikasi (quorum sensing) dan membentuk mikrokoloni dengan cara 
memproduksi EPS. Mikrokoloni akan terus berkembang hingga membentuk 
biofilm yang matur. Saat biofilm telah matur biofilm juga dapat kembali ke 
bentuk sel planktonik. Kembalinya sel matur menjadi sel planktonik dapat 
disebabkan oleh beberapa hal seperti kurangnya oksigen, nutrisi, dan keadaan 
yang tidak mendukung adanya biofilm. 
Cell Free Supernatant (CFS) jamur A. aculeatus memiliki kandungan 
yang dapat membentuk senyawa antibiofilm. Kandungan tersebut diantaranya 
enzim Cellobiose Dehydrogenase Enzym (CDH), β-glucosidase, lactonase, 
acylase, dan oxidoreductase. CDH merupakan enzim ekstraseluler yang dapat 
mengoksidasi laktosa pada selubung EPS sehingga dapat mencegah perlekatan, 
menghambat pertumbuhan, dan menghancurkan matriks biofilm. β-glucosidase 
memiliki kemampuan memotong ikatan glukosa maupun pembebasan fenolik. Hal 
tersebut mengakibatkan terhambatnya motilitas bakteri, menghambat sintesis 
fimbriae, menurunkan produksi EPS, dan dapat mengganggu quorum sensing 
sehingga β-glucosidase mampu mencegah perlekatan, dan menghambat 
pertumbuhan bakteri. Lactonase, acylase, dan oxidoreductase dapat menghambat 
proses pertumbuhan biofilm bakteri. Hal tersebut dikarenakan adanya gangguan 
dan hambatan pada sistem quorum sensing melalui degradasi AHL bakteri P. 
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aeruginosa, sehingga tidak adanya komunikasi untuk membentuk mikrokoloni 
dan maturasi biofilm tidak terbentuk. 
Adanya kandungan antibiofilm pada A. aculeatus diharapkan dapat 
mencegah perlekatan biofilm, menghambat pertumbuhan biofilm, dan 
menghancurkan biofilm bakteri P. aeruginosa. Hal tersebut dapat diketahui 
dengan cara pengukuran Optical Density (OD) pada masing-masing uji 
menggunakan metode microtiter plate biofilm assay. 
3.2       Hipotesis Penelitian 
H0: Aspergillus aculeatus tidak memiliki aktivitas antibiofilm terhadap biofilm 
Pseudomonas aeruginosa. 
H1: Aspergillus aculeatus memiliki aktivitas antibiofilm terhadap biofilm 
Pseudomonas aeruginosa. 
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BAB IV 
METODE PENELITIAN 
4.1 Rancangan Penelitian 
Penelitian ini menggunakan desain penelitian eksperimental murni 
(true experimental design). Metode microtiter plate biofilm assay digunakan 
sebagai uji aktivitas antibiofilm dengan memperoleh nilai Optical Density (OD) 
pada masing-masing uji yang diukur melalui microplate reader. Metode 
mikrodilusi digunakan sebagai penghitungan KHM yang diukur melalui 
microplate reader. Metode streak plate digunakan sebagai penghitungan KBM 
yang diukur menggunakan colony counter. Penelitian ini menggunakan 7 
kelompok yang terdiri atas 3 kelompok kontrol dan 4 kelompok uji. 
4.2 Lokasi dan Waktu Penelitian 
Penelitian uji antibiofilm dilakukan selama rentang waktu Januari 2021 
sampai Maret 2021 di laboratorium mikrobiologi Fakultas Kedokteran dan Ilmu-
Ilmu Kesehatan UIN Maulana Malik Ibrahim Malang. 
4.3 Populasi dan Sampel 
Populasi dari penelitian ini adalah P. aeruginosa pembentuk biofilm. 
Banyaknya pengulangan dihitung berdasarkan rumus Federer seperti di bawah ini. 
(t-1) (n-1) ≥  15 
Keterangan: 
t = kelompok perlakuan 
n = jumlah pengulangan tiap kelompok perlakuan 
Terdapat 7 kelompok perlakuan yaitu 3 kelompok kontrol, dan 4 
kelompok uji. Kelompok kontrol pada penelitian ini adalah kelompok kontrol 
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positif, kelompok kontrol negatif, dan kelompok kontrol media. Kelompok uji 
yang digunakan adalah Cell Free Supernatant (CFS) A. aculeatus sebesar 100 µL 
dengan konsentrasi 100, 50%, 25%, dan 12,5%.  
(t - 1) (n - 1) ≥ 15 
(7 – 1) (n – 1) ≥ 15 
      6 (n – 1) ≥ 15 
6n – 6 ≥ 15 
   6n ≥ 21 
  n ≥ 3,5 
Berdasarkan hasil perhitungan tersebut, didapatkan jumlah pengulangan sebanyak 
3 kali pada masing-masing kelompok perlakuan. 
4.4       Variabel Penelitian 
4.4.1    Variabel Bebas 
Variabel bebas penelitian ini adalah persentase Cell Free Supernatant 
(CFS) A. aculeatus yang digunakan, yaitu persentase 100%, 50%, 25%, dan 
12,5%. 
4.4.2 Variabel Terikat 
Variabel terikat penelitian ini yaitu OD pencegahan perlekatan biofilm 
P. aeruginosa, OD penghambatan pertumbuhan biofilm P. aeruginosa, dan OD 
penghancuran biofilm P. aeruginosa. 
32 
   
4.5 Kriteria Inklusi dan Eksklusi 
4.5.1 Kriteria Inklusi 
 Kriteria inklusi pada penelitian ini yaitu: 
A. Jamur A. aculeatus 
1) Jamur A. aculeatus yang telah diinkubasi pada media PDB 
selama 4-5 hari pada suhu 28ºC. 
B. Bakteri P. aeruginosa 
1) Koloni P. aeruginosa yang telah diinokulasi pada media MHA 
selama 18-24 jam pada suhu 37ºC. 
2) Koloni P. aeruginosa yang berbentuk bulat halus dan memiliki 
warna fluoresensi kehijauan. 
3) Koloni yang menunjukkan karakteristik bakteri P.aeruginosa 
pada uji biokimia. 
4) Koloni P. aeruginosa yang dapat membentuk biofilm dengan 
hasil strong-biofilm producer menggunakan metode microtiter 
plate biofilm assay. 
4.5.2 Kriteria Eksklusi 
 Kriteria eksklusi dari penelitian ini yaitu: 
A. Jamur A. Aculeatus 
1) Jamur A. aculeatus yang telah diinkubasi pada media PDB 
selama kurang dari 4 hari dan lebih dari 5 hari pada suhu 28ºC. 
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B. Bakteri P. aeruginosa 
1) Koloni P. aeruginosa yang telah diinokulasi pada media MHA 
selama kurang dari 18 jam dan lebih dari 24 jam pada suhu 
37ºC. 
2) Koloni P. aeruginosa yang tidak berbentuk bulat halus dan 
tidak memiliki warna fluoresensi kehijauan. 
3) Koloni yang tidak menunjukkan karakteristik bakteri P. 
aeruginosa pada uji biokimia. 
4) Koloni P. aeruginosa yang tidak dapat membentuk biofilm 
dengan hasil strong-biofilm producer menggunakan metode 
microtiter plate biofilm assay. 
4.6 Definisi Operasional 
A. Pseudomonas aeruginosa 
Pseudomonas aeruginosa merupakan bakteri Gram negatif, yang 
memiliki kemampuan membentuk biofilm dengan hasil strong-
biofilm producer. 
B. Biofilm Pseudomonas aeruginosa 
Biofilm P. aeruginosa merupakan kumpulan bakteri P. aeruginosa 
yang saling melekat dan diselimuti oleh matriks polimer 
ekstraseluler yang diproduksi oleh bakteri tersebut. 
C. Aspergillus aculeatus 




   
D. Metode Microtiter Plate Biofilm Assay 
Metode microtiter plate biofilm assay merupakan metode 
mikrodilusi zat cair menggunakan microplate yang dapat 
menghasilkan data kuantitatif mengenai aktivitas antibiofilm A. 
aculeatus terhadap biofilm P. aeruginosa. 
E. Kelompok Uji 
Kelompok uji merupakan kelompok yang mendapat perlakuan 
pemberian Cell Free Supernatant (CFS) jamur A. aculeatus dengan 
variasi persentase CFS, yaitu 100%, 50%, 25%, dan 12,5%. 
F. Kelompok Kontrol 
Kelompok kontrol merupakan kelompok yang tidak mendapat 
perlakuan pemberian CFS jamur A. aculeatus. Pada penelitian ini, 
kelompok kontrol terdiri dari kontrol positif, kontrol negatif dan 
kontrol media. 
G. Uji Deteksi Pembentukan Biofilm 
Uji deteksi pembentukan biofilm merupakan uji untuk mendeteksi 
kemampuan P. aeruginosa dalam membentuk biofilm dengan hasil 
strong-biofilm producer. 
H. Uji Pencegahan Perlekatan Biofilm 
Uji pencegahan perlekatan biofilm merupakan uji untuk 
mendeteksi kemampuan CFS jamur A. aculeatus dalam mencegah 
perlekatan biofilm P. aeruginosa. 
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I. Uji Penghambatan Pembentukan Biofilm 
Uji penghambatan pembentukan biofilm merupakan uji untuk 
mendeteksi kemampuan CFS jamur A. aculeatus dalam 
menghambat pembentukan biofilm P. aeruginosa. 
J. Uji Penghancuran Biofilm 
Uji penghancuran biofilm merupakan uji untuk mendeteksi 
kemampuan CFS jamur A. aculeatus dalam menghancurkan 
biofilm P. aeruginosa yang telah terbentuk. 
K. Uji Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) 
Uji Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) merupakan konsentrasi 
terendah yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri. 
L. Uji Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) 
Uji Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) merupakan konsentrasi 
terendah yang mampu membunuh bakteri. 
4.7 Alat dan Bahan Penelitian 
4.7.1 Alat Penelitian 
Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah autoklaf, bunsen, 
cawan petri, colony counter, erlenmeyer, gelas beker, gelas ukur, incubator 
shaker, inkubator, kuvet, Laminar Air Flow (LAF), magnetic stirrer, microplate 
flat-bottom 96 well, microplate reader, mikropipet, object glass, ose, oven, 
spektrofotometer, tabung reaksi, timbangan analitik, timer, dan vortex. 
36 
   
4.7.2 Bahan Penelitian 
a. Bahan uji, yaitu Cell Free Supernatant (CFS) A. aculeatus dan 
bakteri P. aeruginosa pembentuk biofilm. 
b. Bahan lainnya, yaitu agar, aquades, alkohol, alumunium foil, 
antibiotik Gentamisin, asam asetat 30%, blue disposal tip, es 
batu/ice pack, falcon, glukosa, kapas, kasa, kertas saring, kristal 
violet, lugol, media Potato Dextrose Broth (PDB), media 
Trypticase Soy Broth (TSB), media uji IMVIC, PBS, plastik wrap, 
reagen uji biokimia IMVIC, safranin dan yellow disposable tip. 
4.8 Prosedur Penelitian 
4.8.1 Penyiapan Jamur 
4.8.1.1 Identifikasi Jamur 
Identifikasi jamur A. aculeatus pada penelitian ini dilakukan secara 
makroskopis, dan mikroskopis. 
A. Uji Makroskopis 
Potato Dextrose Agar (PDA) merupakan medium biakan yang 
umumnya digunakan sebagai pertumbuhan jamur salah satunya Aspergillus sp. 
Hal ini dikarenakan pH PDA yang rendah yaitu 4,5 sampai 5,5 sehingga dapat 
menekan pertumbuhan bakteri yang membutuhkan lingkungan dengan pH netral. 
(Aini & Rahayu, 2015). Media pada PDA tersusun atas bahan sintetik dextrose, 
agar dan bahan alami berupa kentang (Octavia & Wantini, 2017). Identifikasi 
secara makroskopis dilakukan dengan teknik streak pada medium PDA yang 
kemudian diinkubasi pada suhu 28°C selama 1 minggu. Pertumbuhan jamur 
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Aspergillus aculeatus pada medium PDA menghasilkan  spora berwarna cokelat 
hingga kehitaman (Simbolon, 2012).  
B. Uji Mikroskopis 
Identifikasi A. aculeatus secara mikroskopis dilakukan menggunakan 
mikroskop. Hal ini bertujuan untuk melihat adanya kepala konidia (vesikel), 
batang konidia, dan konidia (spora) pada A. aculeatus. Pada tahap awal siapkan 
object glass yang akan digunakan. Object glass dibersihkan terlebih dahulu 
menggunakan kapas dan ayunkan di atas api bunsen. Meneteskan aquades pada 
object glass dan beri hifa jamur. Selanjutnya amati object glass menggunakan 
mikroskop dengan perbesaran 100, 400, dan 1000. 
4.8.1.2 Pembuatan Media Pertumbuhan 
Pembuatan media pertumbuhan menggunakan media Potato Dextrose 
Broth (PDB) yang ditambah glukosa 2%. PDB sebanyak 100 mL disterilkan 
menggunakan autoklaf selama 30 menit dengan suhu 121ºC. PDB yang steril 
kemudian ditambahkan glukosa 2% sebanyak 2 mL. Penambahan glukosa 
bertujuan untuk meningkatkan aktivitas pertumbuhan jamur A. aculeatus. 
4.8.1.3 Penyiapan Cell Free Supernatant Jamur (Prateeksha et al., 2019 
dengan modifikasi) 
Kultur A. aculeatus yang telah diremajakan diambil sepanjang 8 mm. 
Kultur tersebut diinokulasikan pada media Potato Dextrose Broth (PDB) steril 
sebanyak 100 mL dan ditambah 2 mL glukosa 2%. Selama satu minggu inokulum 
tersebut diletakan pada incubator shaker dengan suhu 28ºC dengan kecepatan 120 
rpm. Hal tersebut diharapkan pertumbuhan jamur dapat merata. 
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Setelah satu minggu inokulum jamur diambil sebanyak 5 mL untuk 
pembuatan CFS dan ditambahkan 45 ml PDB steril. Inokulum sebanyak 50 mL 
ditambahkan dengan 1 mL glukosa 2%. Kemudian inokulum diletakkan pada 
incubator shaker selama 4 hari untuk pembuatan CFS. 
Setelah diinkubasi selama 4 hari inokulum jamur disaring 
menggunakan kertas filter paper steril nomor 42 dan ditampung pada falcon. 
Falcon dikelilingi oleh ice pack atau es batu untuk mempertahankan kandungan 
enzim jamur. Falcon yang telah berisi inokulum jamur diletakan pada freezer 
selama kurang lebih 15 menit sampai terbentuk kristal. Apabila inokulum telah 
membentuk kristal maka kultur disentrifugasi selama 15 menit dengan kecepatan 
10.000 rpm. Saring kembali inokulum menggunakan filter paper steril 0,22 µm 
dan tampung pada gelas beker steril yang telah dikelilingi oleh ice pack atau es 
batu untuk pembuatan CFS. 
4.8.2    Penyiapan Bakteri 
4.8.2.1 Identifikasi Bakteri 
Identifikasi bakteri P. aeruginosa menggunakan uji mikroskopis, uji 
makroskopis dan uji biokimia. 
A. Uji Mikroskopis (Pewarnaan Gram) 
Identifikasi P. aeruginosa secara mikroskopis menggunakan 
pewarnaan Gram. Hal ini bertujuan untuk identifikasi ukuran, bentuk, dan susunan 
bakteri. Pada tahap awal siapkan object glass yang akan digunakan. Object glass 
dibersihkan terlebih dahulu menggunakan kapas kemudian diayunkan di atas api 
bunsen. Meneteskan aquades steril pada object glass dan beri 1 ose bakteri P. 
aeruginosa kemudian di sebar secara merata. Setelah hapusan mengering, hapusan 
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difiksasi dengan cara mengayunkan object glass di atas api bunsen. Selanjutnya 
beri 5 tetes kristal violet dan biarkan selama 1 menit. Setelah 1 menit hapusan 
dibilas menggunakan aquades dan tunggu hingga mengering. Setelah mengering 
beri 5 tetes larutan iodine/lugol pada sediaan dan tunggu selama 30 detik. 
Membuang larutan dan bilas kembali menggunakan aquades. Hapusan diberi 5 
tetes alkohol dan biarkan selama 5 detik. Buang larutan alkohol dan bilas 
menggunakan aquades. Selanjutnya meneteskan larutan safranin sebanyak 5 tetes 
dan dibiarkan selama 20 detik. Setelah 20 detik buang larutan dan bilas 
menggunakan aquades. Setelah mengering, amati hapusan menggunakan 
mikroskop. Bakteri P. aeruginosa akan terlihat berwarna merah (Baban., 2017). 
  
Gambar 4.1 Langkah pewarnaan Gram (1) pewarnaan dengan kristal violet (2) 
pemberian iodine (3) pemberian alkohol (4) pemberian safranin 
(sumber : www. medicallabscientist.org). 
B. Uji Makroskopis 
Uji Makroskopis pada P. aeruginosa dilakukan pada media Mueller 
Hinton Agar (MHA). Pembuatan media MHA menggunakan campuran Mueller 
Hinton Broth (MHB) dengan agar. Bakteri yang telah dikultur diambil 
menggunakan ose dan diinokulasi pada MHA dengan teknik quadrant streak. 
Media yang telah diinokulasi dimasukan ke dalam inkubator dengan suhu 37°C 
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selama 24 jam. Setelah 24 jam dilakukan pengamatan koloni. Koloni pada P. 
aeruginosa berwarna hijau kebiruan. (Jawetz, 2010). 
C. Uji Biokimia 
Uji biokimia pada penelitian ini menggunakan uji IMViC (Indole, 
Methyl Red, Voges-Proskaurer, and Citrate), dan uji Triple Sugar Iron Agar 
(TSIA). 
1) Uji Indole 
Bakteri P. aeruginosa yang telah di kultur diambil menggunakan 
ose dan masukan kedalam tabung reaksi yang berisi 5 mL peptone 
water. Selanjutnya inkubasi selama 24 jam dengan suhu 37ºC. 
Setelah 24 jam tambahkan reagen kovac indole sebanyak 5 tetes 
dan aduk secara perlahan-lahan. Hasil positif yang ditandai dengan 
terbentuknya cincin ungu pada tabung reaksi (Rahmadian et al., 
2018). 
2) Uji Voges-Proskauer (VP) 
Bakteri P. aeruginosa yang telah di kultur diambil menggunakan 
ose dan dimasukan kedalam tabung reaksi. Tabung reaksi berisi 4 
mL MRVP broth. Ose digerakan secara naik turun kemudian 
memutar agar koloni tercampur rata. Selanjutnya inkubasi selama 
24 jam dengan suhu 37ºC. Setelah 24 jam tambahkan 2 tetes 
reagen VP 1 dan 4 tetes reagen VP 2. Perubahan warna merah 




   
3) Uji Sitrat 
Bakteri P. aeruginosa yang telah di kultur diambil menggunakan 
ose. Inokulasi secara gores kedalam tabung berisi medium Simon 
Citrate Agar (SCA) yang miring. Selanjutnya inkubasi selama 24-
48 jam dengan suhu 37ºC. Hasil positif ditandai dengan perubahan 
medium SCA menjadi biru (Rahmadian et al., 2018). 
4) Uji Triple Sugar Iron Agar (TSIA) 
Bakteri P. aeruginosa yang telah di kultur diambil menggunakan 
ose. Inokulasi secara gores kedalam tabung berisi medium TSIA 
yang miring. Selanjutnya inkubasi selama 24 jam dengan suhu 
37ºC. Uji fermentasi ditandai dengan adanya perubahan warna. 
Warna merah menunjukan reaksi basa dan warna kuning 
menunjukan reaksi asam. Indikasi adanya H2S apabila 
terbentuknya gelembung gas pada media. Pembentukan gas H2S 
pada uji TSIA ditandai dengan perubahan warna parsial. 
(Rahmadian et al., 2018). 
4.8.2.2 Pembuatan Media Pertumbuhan 
Media pertumbuhan pada P. aeruginosa menggunakan Trypticase Soy 
Broth (TSB) yang ditambahkan glukosa 5%. TSB sebanyak 100 mL disterilkan 
dengan autoklaf selama 15 menit pada suhu 121ºC. Media TSB yang telah steril 
ditambahkan glukosa 5% sebanyak 5 mL. 
4.8.2.3 Penyiapan Suspensi Bakteri 
Sebanyak 1 ose kultur P. aeruginosa diinokulasi pada media TSB dan 
glukosa 5%. Kemudian homogenkan menggunakan vortex dan inkubasi selama 18 
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jam dengan suhu 37ºC. Setelah diinkubasi selama 18 jam, inokulum ditambahkan 
TSB dan glukosa 5% sebanyak 2 mL. Inkubasi kembali selama 18 jam dengan 
suhu suhu 37ºC. Setelah 18 jam ukur OD menggunakan spektrofotometer dengan 
panjang gelombang 600 nm hingga memperoleh OD 0,5. 
4.8.3 Pembuatan Kelompok Kontrol 
Kelompok kontrol terdiri dari kontrol positif, kontrol negatif, dan 
kontrol media. Pada kontrol positif berisi antibiotik Gentamicin dengan 
pengenceran 25μL/ml dan bakteri uji P. aeruginosa. Kelompok kontrol negatif 
berisi bakteri uji dan kontrol media. Kontrol media terdiri dari campuran TSB, 
PDB dan Glukosa 5%. 
4.8.4    Uji Aktivitas Biofilm 
4.8.4.1 Uji Deteksi Pembentukan Biofilm (Ruchi et al, 2015; Abidah, 2020 
dengan modifikasi) 
Uji deteksi pembentukan biofilm P. aeruginosa pada penelitian ini 
menggunakan metode microtiter plate biofilm assay. Tujuan dari uji ini untuk 
mengetahui apakah P. aeruginosa dapat membentuk biofilm dan seberapa kuat P. 
aeruginosa dalam membentuk biofilm. Kelompok uji terdiri dari suspensi bakteri 
P. aeruginosa sebanyak 200 µL. Kelompok kontrol terdiri dari media TSB yang 
dicampur dengan 200 µL glukosa 2% yang dimasukkan pada well di microplate 
96 well. Microplate yang telah terisi ditutup tanpa diaduk. Kemudian inkubasi 
selama 48 jam dengan suhu 37ºC. 
Microplate yang telah diinkubasi dicuci menggunakan PBS. Pencucian 
tersebut bertujuan untuk menyingkirkan sel-sel planktonik yang tidak menempel. 
Selanjutnya microplate dikeringkan pada suhu ruang. Microplate yang telah 
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kering diberi 200 µL larutan kristal violet 0,1% pada masing-masing well. 
Pewarnaan tersebut bertujuan untuk mewarnai biomassa biofilm yang menempel 
pada well. Inkubasi microplate pada suhu ruang selama 20 menit. Setelah itu 
microplate dicuci menggunakan PBS sebanyak tiga kali. Microplate dibiarkan 
mengering pada suhu ruang. Apabila telah mengering microplate diisi asam asetat 
30% sebanyak 200 µL pada masing-masing well. Inkubasi microplate pada suhu 
ruang selama 20 menit. Setelah 20 menit ukur OD bakteri uji dan kontrol 
menggunakan microplate reader dengan panjang gelombang 595 nm. 
Menentukan kekuatan biofilm bakteri uji ditentukan dengan 
membandingkan nilai ODisolat dengan ODcut. ODcut merupakan rata-rata ODkontrol 
ditambah dengan tiga kali standar deviasi ODkontrol. Rumus untuk menentukan 
ODcut adalah sebagai berikut: 
ODcut = ODc + (3 × SD ODc) 
Nilai OD didapatkan dengan rata-rata ODisolat dikurangi ODcut  (OD = nilai rata-
rata ODisolat - ODcut).   
Keterangan : 
ODcut = Optical Density cut-off 
ODc = Optical Density kontrol 
SD ODc = Standar deviasi Optical Density kontrol 
 
Tabel 4.1 Interpretasi hasil kekuatan pembentukan biofilm 
Rata-rata nilai OD Kekuatan pembentukan biofilm 
ODisolat ≤ ODcut Bukan pembentuk biofilm 
ODcut < ODisolat ≤ 2xODcut Pembentuk biofilm lemah 
2x ODcut < ODisolat ≤ 4xODcut Pembentuk biofilm sedang 
4xODcut < ODisolat Pembentuk biofilm kuat 
ODcut = Optical Density cut. ODisolat = Optical Density isolat 
(sumber : Ramadana et al., 2017). 
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4.8.4.2 Uji Pencegahan Perlekatan Biofilm Pseudomonas aeruginosa (Kining  
et al, 2014; Abidah, 2020 dengan modifikasi) 
Uji pencegahan perlekatan biofilm P. aeruginosa pada penelitian ini 
menggunakan CFS A. aculeatus dengan persentase 100%, 50%, 25%, dan 12,5%. 
Sebanyak 200 µL variasi persentase CFS A. aculeatus dimasukan dalam well 
sebagai kelompok uji. Sebanyak 200 µL antibiotik Gentamicin dimasukkan pada 
well sebagai kontrol positif. Media TSB, glukosa 1% dan PDB dimasukkan pada 
well sebagai kontrol media. Microplate yang telah terisi, kemudian diinkubasi 
selama 60 menit dengan suhu 37ºC. Setelah 60 menit membuang isi microplate 
dan dicuci menggunakan PBS steril sebanyak tiga kali. Kemudian microplate 
dikeringkan pada suhu ruang. Selanjutnya 200 µL suspensi P. aeruginosa 
dimasukan pada well kelompok uji, kontrol positif, dan kontrol negatif.  Sebanyak 
200 µL TSB, PDB, dan glukosa 1% dimasukan pada well kontrol media. Inkubasi 
microplate selama 48 jam dengan suhu 37ºC. Sesudah diinkubasi buang isi 
microplate dan cuci menggunakan PBS steril sebanyak tiga kali, kemudian 
keringkan. 
Setelah kering, microplate diberi pewarna kristal violet 0,1% pada 
masing-masing well dan diamkan selama 20 menit. Setelah 20 menit larutan 
pewarna dibuang dan cuci menggunakan PBS, kemudian biarkan mengering pada 
suhu ruang. Microplate yang telah mengering diberi 200 µL larutan asam asetat 
30% pada well dan diamkan selama 20 menit. Kemudian ukur nilai OD 
menggunakan microplate reader dengan panjang gelombang 595 nm. Pencegahan 
perlekatan biofilm bakteri dihitung menggunakan rumus berikut : 
% Pencegahan perlekatan biofilm = 
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Keterangan: 
ODkn = Optical Density kontrol negatif (K-) 
ODuji = Optical Density kelompok uji 
4.8.4.3 Uji Penghambatan Pertumbuhan Biofilm Pseudomonas aeruginosa 
(Kining et al., 2014; Abidah., 2020 dengan modifikasi) 
Uji penghambatan pertumbuhan biofilm P. aeruginosa menggunakan 
kelompok kontrol dan kelompok uji. Pada penelitian ini menggunakan CFS A. 
aculeatus dengan persentase 100%, 50%, 25%, dan 12,5%. Sebanyak 100 µL CFS 
variasi persentase dan 100 µL suspensi bakteri P. aeruginosa dimasukan dalam 
well pada microplate sebagai kelompok uji. Sebanyak 100 µL antibiotik 
Gentamicin dan 100 µL suspensi P. aeruginosa dimasukkan pada well sebagai 
kontrol positif. Media TSB, glukosa 5%, dan PDB dimasukkan pada well sebagai 
kontrol media. Microplate yang telah terisi, kemudian diinkubasi selama 48 jam 
dengan suhu 37ºC. Setelah 24 jam buang isi microplate dan cuci menggunakan 
PBS steril sebanyak tiga kali, kemudian keringkan. 
Setelah kering, microplate diberi pewarna kristal violet 0,1% pada 
masing-masing well dan inkubasi selama 20 menit pada suhu ruang. Setelah 20 
menit larutan pewarna dibuang dan cuci menggunakan PBS, kemudian biarkan 
mengering pada suhu ruang. Microplate yang telah mengering diberi 200 µL 
larutan asam asetat 30% pada well dan inkubasi selama 20 menit pada suhu ruang. 
Kemudian ukur nilai OD menggunakan microplate reader dengan panjang 
gelombang 595 nm. Penghambatan pertumbuhan biofilm bakteri dihitung 
menggunakan rumus berikut : 
% Penghambatan pertumbuhan biofilm = 
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Keterangan: 
ODkn = Optical Density kontrol negatif (K-) 
ODuji = Optical Density kelompok uji 
4.8.4.4 Uji Penghancuran Biofilm Pseudomonas aeruginosa (Kining et al, 
2014; Abidah, 2020 dengan modifikasi) 
Uji penghancuran biofilm pada penelitian ini menggunakan CFS A. 
aculeatus dengan persentase 100%, 50%, 25%, dan 12,5%. Sebanyak 200 µL 
suspensi P. aeruginosa dimasukan dalam well pada microplate sebagai kelompok 
uji. Media TSB, PDB, dan glukosa 5% dimasukkan pada well sebagai kontrol 
media. Microplate yang telah terisi, kemudian diinkubasi selama 48 jam dengan 
suhu 37ºC. Setelah 48 jam membuang isi microplate dan dicuci menggunakan 
PBS steril sebanyak tiga kali. Setelah itu microplate dikeringkan pada suhu ruang. 
Sebanyak 200 µL antibiotik Gentamicin dimasukan pada well kontrol positif, 200 
µL CFS variasi persentase dimasukan pada well kelompok uji, dan Media TSB, 
glukosa 5%, PDB dimasukan pada well kontrol media. Microplate yang telah 
terisi, kemudian diinkubasi selama 60 menit pada suhu 37ºC. setelah 60 menit 
keluarkan isi microplate dan cuci menggunakan PBS steril. Setelah itu keringkan 
microplate pada suhu ruang. 
Setelah kering, microplate diberi pewarna kristal violet 0,1% pada 
masing-masing well dan diinkubasi selama 20 menit pada suhu ruang. Setelah 20 
menit larutan pewarna dibuang kemudian cuci microplate menggunakan aquades 
dan biarkan mengering pada suhu ruang. Microplate yang telah mengering diberi 
200 µL larutan asam asetat 30% pada well dan diinkubasi selama 20 menit pada 
suhu ruang. Microplate diamati menggunakan microplate reader dengan panjang 
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gelombang 595 nm. Uji penghancuran/degradasi biofilm bakteri ditentukan 
menggunakan rumus berikut : 
% Penghancuran biofilm = 
          
    
      
Keterangan: 
ODkn = Optical Density kontrol negatif (K-) 
ODuji = Optical Density kelompok uji 
4.8.5 Uji Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan Konsentrasi Bunuh 
Minimum (KBM)  (Hancock., 2021 dengan modifikasi) 
Uji Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) pada penelitian ini 
menggunakan metode mikrodilusi dan uji Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) 
menggunakan metode streak plate. Langkah pertama pada penelitian yaitu 
menyiapkan serial CFS A. aculeatus dengan variasi persentase 100%, 50%, 25%, 
dan 12,5% di atas ice pack. Masukan 100 µL suspensi bakteri patogen dengan OD 
0,5 ke dalam well kelompok uji, kontrol positif, dan kontrol negatif. Pada well 
kelompok uji tambahkan 100 µL CFS dengan berbagai konsentrasi menggunakan 
metode serial dilusi. Pada well kontrol positif tambahkan 100 µL antibiotik 
Gentamicin. Pada well kontrol negatif tambahkan 100 µL campuran media TSB, 
PDB, dan glukosa 5%. Pada well kontrol media hanya berisi media TSB, glukosa 
5% dan PDB sebanyak 200 µL. Well microplate yang telah terisi diinkubasi pada 
suhu 37⁰C selama 24 jam. Microplate yang telah diinkubasi diukur nilai OD 
menggunakan microplate reader dengan panjang gelombang 595 nm. 
Setelah dilakukan pengukuran nilai OD, langkah selanjutnya adalah 
penghitungan KBM menggunakan metode streak plate. Langkah pertama pada 
metode ini dengan cara menyiapkan Trypticase Soy Agar (TSA). Sebanyak 7-8 
mL TSA dituangkan pada cawan petri steril. Selanjutnya tunggu TSA sampai 
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mengeras dan berbentuk agar. Jika TSA sudah siap digunakan maka ambil isi dari 
well microplate yang sudah diukur OD nya sebanyak 3 µL dan letakan pada TSA. 
Kemudian streak plate menggunakan cotton swab steril. Inkubasi TSA selama 24 
jam pada suhu 37ºC. Setelah 24 jam amati koloni bakteri yang telah terbentuk dan 
hitung koloni menggunakan colony counter.  
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4.9 Denah Perlakuan Uji Aktivitas Antibiofilm dan Uji KHM KBM 
Denah perlakuan uji aktivitas antibiofilm dan Uji KHM, KBM 
menggunakan microplate 96 well sesuai dengan Gambar 4.2 
 
Gambar 4.2 Denah perlakuan uji aktivitas antibiofilm dan penghitungan KHM KBM 
pada microplate 
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4.10 Alur Penelitian 
 



















Pembuatan suspensi bakteri 
pada media TSB + glukosa 5%
Pengukuran OD bakteri dengan 
spektrofotometer 600 nm
Uji deteksi pembentukan biofilm P. 
aeruginosa menggunakan metode 
microtitrer plate biofilm assay
Pseudomonas aeruginosa 
pembentuk biofilm
Pengujian aktivitas A. aculeatus 
dengan pengulangan 3 kali
Kelompok uji
Konsentrasi CFS dengan presentase





















Metode microtiter plate biofilm assay dengan pengulangan 3x
Pembacaan OD uji dengan 
Microplate Reader (595 nm)
Analisis Data
Uji KHM Uji KBM




   
4.11 Analisis Data 
Analisis data pada penelitian ini menggunakan aplikasi Statistical 
Product and Service Solutions (SPSS) versi 26. Uji data yang digunakan untuk 
analisis pada penelitian bergantung pada nilai normalitas. Uji One-Way Analysis 
of Variance (ANOVA) dapat digunakan apabila data bersifat homogen, dan taraf 
signifikansi lebih dari 0,05 atau uji normalitas pada penelitian terdistribusi 
normal. Apabila data yang diperoleh tidak memenuhi asumsi Uji One-Way 
Analysis of Variance (ANOVA) maka dapat menggunakan uji Kruskal Wallis. 
Apabila pada uji ANOVA ditemukan perbedaan yang bermakna (p < 
0,05) maka selanjutnya dilakukan uji Post-Hoc. Uji Post-Hoc merupakan uji 
lanjutan untuk mengetahui perbedaan signifikan antar masing masing data 
kelompok. Apabila pada uji Kruskal Wallis ditemukan perbedaan yang bermakna 
(p < 0,05) maka selanjutnya dilakukan uji Mann-Whitney untuk mengetahui 
perbedaan mana yang signifikan. Analisa terakhir menggunakan uji korelasi 
Pearson untuk mengetahui hubungan atau korelasi antar konsentrasi CFS dengan 
nilai OD uji. 
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BAB V 
HASIL PENELITIAN 
5.1 Hasil Identifikasi Jamur 
Uji identifikasi jamur A. aculeatus pada penelitian ini dilakukan secara 
makroskopis, dan mikroskopis. 
a. Uji makroskopis 
Hasil identifikasi jamur A. aculeatus secara makroskopis 
menggunakan media Potato Dextrose Agar (PDA). Pertumbuhan 
jamur A. aculeatus pada medium PDA menghasilkan spora 
berwarna cokelat kehitaman. Hal tersebut menunjukan bahwa 
jamur yang digunakan pada penelitian ini merupakan A. aculeatus. 
Hasil identifikasi jamur dapat dilihat pada gambar 5.1. 
 
Gambar 5.1 Spora A. aculeatus berwarna cokelat kehitaman pada media 
PDA 
b. Uji mikroskopis 
Identifikasi jamur A. aculeatus secara mikroskopis menunjukan 
adanya kepala konidia (vesikel) berbentuk seperti gada. Batang 
konidia yang memiliki bentuk memanjang dengan tekstur halus 
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dan berwarna kecokelatan kehitaman. Konidia (spora) berbentuk 
bulat, berwarna cokelat dan permukaan rata. Hasil uji identifikasi 











Gambar 5.2 Hasil identifikasi secara mikroskopis menunjukan adanya 
kepala konidia (vesikel), batang konidia dan konidia (spora). Gambar 
(a) dengan perbesaran 1000x dan gambar (b) dengan perbesaran 100x. 
5.2 Hasil Pembuatan Cell Free Supernatant (CFS) 
Pembuatan CFS diperoleh dari hasil inokulum jamur A. aculeatus yang 
telah diambil sporanya sepanjang 8 mm dan diinokulasikan pada 100 mL Potato 
Dextrose Broth (PDB). Hasil inokulum jamur diambil sebanyak 5 mL kemudian 
ditambahkan 45 mL PDB steril dan glukosa 2% untuk pembuatan CFS. CFS 
kemudian diinkubasi pada suhu 28°C selama 4 hari dan dilakukan penyaringan 
sebanyak dua kali hingga didapatkan CFS berwarna kuning bening. Hasil CFS 
dapat dilihat pada gambar 5.3. 
 
Gambar 5.3 Hasil CFS setelah dilakukan penyaringan sebanyak 
dua kali. CFS berwarna kuning bening. 
A B 
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5.3  Hasil Identifikasi Bakteri 
Uji identifikasi bakteri P. aeruginosa pada penelitian ini menggunakan 
uji mikroskopis, uji makroskopis, dan uji biokimia (IMViC). 
a. Uji mikroskopis 
Uji mikroskopis pada sampel bakteri P. aeruginosa  menggunakan 
pewarnaan Gram. Hasil pewarnaan Gram menunjukan bahwa 
bakteri uji berbentuk batang dan berwarna merah, sehingga 
tergolong kelompok bakteri Gram negatif.  Hasil pewarnaan Gram 
bakteri P. aeruginosa dapat dilihat pada gambar 5.4. 
 
Gambar 5.4 Hasil pewarnaan Gram pada bakteri P. aeruginosa dengan 
perbesaran 100x. Bakteri (tanda panah) tampak berbentuk batang dan 
berwarna merah. 
 
b. Uji makroskopis 
Uji makroskopis pada sampel bakteri P. aeruginosa menggunakan 
media Mueller Hinton Agar (MHA). Hasil uji dapat diamati secara 
makroskopis dengan hasil koloni berbentuk bulat halus dan tampak 
berwarna hijau kebiruan. Hal ini menunjukan bahwa sampel uji 
yang digunakan adalah bakteri P. aeruginosa. Hasil uji 
makroskopis pada media MHA dapat dilihat pada gambar 5.5. 
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Gambar 5.5 Koloni P. aeruginosa pada media Mueller Hinton Agar 
(MHA). Koloni bakteri tampak berbentuk bulat dengan warna hijau 
kebiruan 
 
c. Uji biokimia 
Uji biokimia IMViC (Indole, Voges-Proskarer, and Citrat) dan 
TSIA (Triple Sugar Iron Agar) terhadap bakteri P. aeruginosa 
dapat dilihat pada gambar 5.6 dan tabel 5.1. 
 
Gambar 5.6Hasil uji biokimia IMViC dan TSIA. Pada uji indol  
didapatkan hasil negatif, uji VP didapatkan hasil negatif, uji sitrat 
didapatkan hasil positif yang ditandai dengan perubahan medium SCA 
menjadi warna biru. Pada uji TSIA, H2S didapatkan hasil negatif yang 
ditandai dengan tidak terdapat perubahan warna parsial.
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Tabel 5.1 Hasil uji biokimia IMViC dan TSIA bakteri P. 
aeruginosa 
No Uji IMViC Hasil 
1 Indol Negatif  
2 VP Negatif 
3 Sitrat Positif 
4 Urease Negatif 
5 TSI H2S (-), G (+) 
 
5.4 Hasil Uji Deteksi Pembentukan Biofilm 
Hasil uji deteksi pembentukan biofilm bakteri P. aeruginosa 
menggunakan metode microtiter plate biofilm assay dengan OD suspensi bakteri 
uji 0,5 yang telah diinkubasi selama 48 jam dengan suhu 37°C. Hasil uji deteksi 
pembentukan biofilm dapat dilihat pada tabel 5.2. 




Pengulangan Rata-rata SD ODcut 
1 2 3 
Kelompok uji : 
Bakteri P. aeruginosa 
2,124 3,306 3,482 2,970 0,602  
0,072 
Kelompok kontrol: 
Media TSB dan 
glukosa 2% 
0,063 0,068 0,059 0,063 0,003 
  
Dari tabel diatas dapat ditentukan hasil pertumbuhan biofilm P. 
aeruginosa dengan membandingkan nilai ODisolat dengan ODcut. Nilai ODcut 
didapatkan dengan  rumus ODkontrol + (3x SD ODkontrol). Kemudian dapat 
disimpulkan bahwa bakteri pembentuk biofilm yang kuat apabila memenuhi 
kriteria hasil 4xODcut < ODisolat yaitu 0,288 < 2,970. Hal tersebut menunjukan 
bakteri P. aeruginosa termasuk dalam kelompok strong-biofilm producer. 
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5.5 Hasil Uji Aktivitas Antibiofilm Aspergillus aculeatus terhadap Biofilm 
Pseudomonas aeruginosa 
Hasil penelitian uji aktivitas antibiofilm A. aculeatus terhadap biofilm 
P. aeruginosa meliputi uji pencegahan perlekatan biofilm, uji penghambatan 
pertumbuhan biofilm, dan uji penghancuran biofilm. Hasil penelitian diukur 
menggunakan microplate reader dengan panjang gelombang 595 nm dan 
diinkubasi selama 42 jam pada suhu 37°C seperti yang ditunjukan pada gambar 
5.7. 
 
Gambar 5.7 Hasil nilai Optical Density (OD) pada uji aktivitas antibiofilm A. aculeatus 
terhadap biofilm P. aeruginosa. Uji meliputi uji pencegahan perlekatan biofilm, uji 
penghambatan pertumbuhan biofilm, dan uji penghancuran biofilm. 
5.5.1 Hasil Uji Pencegahan Perlekatan Biofilm P. aeruginosa 
Hasil Optical Density (OD) uji pencegahan perlekatan biofilm 
menunjukan bahwa kontrol positif memiliki nilai OD tertinggi dalam kelompok 
kontrol dan kontrol media memiliki nilai OD terendah dalam kelompok kontrol. 
Nilai OD tertinggi pada kelompok uji adalah CFS dengan konsentrasi 100% dan 
nilai OD terendah kelompok uji adalah CFS dengan konsentrasi 50%. Hasil OD 




















   
 
Gambar 5.8 Hasil OD uji pencegahan perlekatan biofilm P. aeruginosa 
Hasil persentase uji aktivitas pencegahan perlekatan biofilm tertinggi 
terlihat pada CFS dengan konsentrasi 50% yaitu sebesar 25,64%. Hasil persentase 
aktivitas pencegahan perlekatan biofilm dapat dilihat pada gambar 5.9. 
 
Gambar 5.9 Persentase aktivitas pencegahan perlekatan biofilm P. aeruginosa 
Analisis data uji pada penelitian ini menggunakan SPSS versi 26. Pada 
uji normalitas Saphiro Wilk didapatkan nilai p > 0,05 yang menunjukan bahwa 
data terdistribusi normal dan pada uji homogenitas Levene didapatkan nilai 0,089 
(p > 0,05) yang menunjukan data homogen. Selanjutnya data diuji menggunakan 
uji One-Way ANOVA. Pada uji One-Way ANOVA didapatkan nilai 0,000 (p < 
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uji One-Way ANOVA maka dilakukan uji Post-Hoc Tukey untuk mengetahui 
perlakuan mana yang berbeda secara signifikan dengan kriteria nilai p < 0,05. 
Hasil uji Post-Hoc Tukey dapat dilihat pada tabel 5.3. 
Tabel 5.3 Hasil uji Post-Hoc Tukey pencegahan perlekatan biofilm 
Selanjutnya data diuji menggunakan korelasi Pearson untuk 
mengetahui hubungan pemberian konsentrasi CFS A. aculeatus terhadap 
pencegahan perlekatan biofilm P. aeruginosa. Pada uji korelasi Pearson 
didapatkan nilai 0,138 (p > 0,05) yang menunjukan tidak adanya korelasi dengan 
derajat hubungan yang cukup dengan nilai korelasi 0,401. Arah hubungan pada uji 
korelasi menunjukan hasil negatif. Hal tersebut menandakan bahwa korelasi yang 
berlawanan dan berbanding terbalik antar variabel. 
5.5.2 Hasil Uji Penghambatan Pertumbuhan Biofilm P. aeruginosa 
Hasil Optical Density (OD) uji penghambatan perlekatan biofilm 
menunjukan bahwa kontrol negatif memiliki nilai OD tertinggi dalam kelompok 
kontrol dan kontrol media memiliki nilai OD terendah dalam kelompok kontrol. 
Nilai OD tertinggi pada kelompok uji adalah CFS dengan konsentrasi 12,5% dan 
nilai OD terendah kelompok uji adalah CFS dengan konsentrasi 50%. Hasil OD 
uji penghambatan pertumbuhan biofilm P. aeruginosa dapat dilihat pada gambar 
5.10. 
Perlakuan Nilai Probabilitas 
KM K+ 100% 50% 25% 12.5% K- 
KM  0,014 0,000 0,352 0,172 0,257 0,026 
K+ 0,014  0,176 0,505 0,780 0,634 1,000 
100% 0,000 0,176  0,006 0,014 0,009 0,100 
50% 0,352 0,505 0,006  0,999 1,000 0,704 
25% 0,172 0,780 0,014 0,999  1,000 0,924 
12.5% 0,257 0,634 0,009 1,000 1,000  0,821 
K- 0,026 1,000 0,100 0,704 0,924 0,821  
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Gambar 5.10 Hasil OD uji penghambatan pertumbuhan biofilm P. aeruginosa 
 Hasil persentase uji aktivitas penghambatan pertumbuhan biofilm 
tertinggi terlihat pada CFS dengan konsentrasi 50% yaitu sebesar 46,88% dan 
hasil terendah terlihat pada CFS dengan konsentrasi 12,5% yaitu sebesar 34,4%. 
Hasil persentase aktivitas penghambatan pertumbuhan biofilm dapat dilihat pada 
gambar 5.11. 
 
Gambar 5.11 Persentase aktivitas penghambatan pertumbuhan biofilm P. aeruginosa 
 Analisis data uji pada penelitian ini menggunakan SPSS versi 26. Pada 
uji normalitas Saphiro Wilk didapatkan nilai p > 0,05 yang menunjukan bahwa 
data terdistribusi normal dan pada uji homogenitas Levene didapatkan nilai 0,077 
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One-Way ANOVA didapatkan nilai 0,000 (p < 0,05) yang menunjukan terdapat 
perbedaan yang signifikan. Setelah dilakukan uji One-Way ANOVA maka 
dilakukan uji Post-Hoc Tukey untuk mengetahui perlakuan mana yang berbeda 
secara signifikan dengan kriteria nilai p < 0,05. Hasil uji Post-Hoc Tukey dapat 
dilihat pada tabel 5.4. 






 Selanjutnya data diuji menggunakan korelasi Pearson untuk 
mengetahui hubungan pemberian konsentrasi CFS A. aculeatus terhadap 
penghambatan pertumbuhan biofilm P. aeruginosa. Pada uji korelasi Pearson 
didapatkan nilai 0,001 (p < 0.05) yang menunjukan adanya korelasi dengan 
derajat hubungan yang kuat dengan nilai korelasi 0,782. Arah hubungan pada uji 
korelasi menunjukan hasil positif. Hal tersebut menandakan bahwa korelasi yang 
searah dan berbanding lurus antar variabel. 
5.5.3 Hasil Uji Penghancuran Biofilm P. aeruginosa 
 Hasil Optical Density (OD) uji penghancuran biofilm menunjukan 
bahwa kontrol positif memiliki nilai OD tertinggi dalam kelompok kontrol dan 
kontrol media memiliki nilai OD terendah dalam kelompok kontrol. Nilai OD 
tertinggi pada kelompok uji adalah CFS dengan konsentrasi 12,5% dan nilai OD 
Perlakuan Nilai Probabilitas 
KM K+ 100% 50% 25% 12.5% K- 
KM  1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 
K+ 1,000  0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 
100% 0,000 0,000  1,000 0,846 0,568 0,001 
50% 0,000 0,000 1,000  0,784 0,495 0,001 
25% 0,000 0,000 0,846 0,784  0,998 0,013 
12.5% 0,000 0,000 0,568 0,495 0,998  0,032 
K- 0,000 0,000 0,001 0,001 0,013 0,032  
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terendah kelompok uji adalah CFS dengan konsentrasi 100%. Hasil OD uji 
penghancuran biofilm P. aeruginosa dapat dilihat pada gambar 5.12. 
 
Gambar 5.12 Hasil OD uji penghancuran biofilm P. aeruginosa 
 Hasil persentase uji aktivitas penghancuran biofilm tertinggi terlihat 
pada CFS dengan konsentrasi 100% yaitu sebesar 25,49% dan hasil uji aktivitas 
penghancuran terendah pada CFS dengan konsentrasi 12,5% yaitu sebesar 5,11%. 
Hasil persentase aktivitas pencegahan perlekatan biofilm dapat dilihat pada 
gambar 5.13. 
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 Analisis data uji pada penelitian ini menggunakan SPSS versi 26. Pada 
uji normalitas Saphiro Wilk didapatkan nilai p > 0,05 yang menunjukan bahwa 
data terdistribusi normal dan pada uji homogenitas Levene didapatkan nilai 0,068 
(p > 0,05). Selanjutnya data diuji menggunakan uji One-Way ANOVA. Pada uji 
One-Way ANOVA didapatkan nilai 0,000 (p < 0,05) yang menunjukan terdapat 
perbedaan yang signifikan. Setelah dilakukan uji One-Way ANOVA maka 
dilakukan uji Post-Hoc Tukey untuk mengetahui perlakuan yang mana berbeda 
secara signifikan dengan kriteria nilai p < 0,05. Hasil uji Post-Hoc Tukey dapat 
dilihat pada tabel 5.5. 






 Selanjutnya data diuji menggunakan korelasi Pearson untuk 
mengetahui hubungan pemberian konsentrasi CFS A. aculeatus terhadap 
penghancuran biofilm P. aeruginosa. Pada uji korelasi Pearson didapatkan nilai 
0,001 (p < 0,05) yang menunjukan adanya korelasi dengan derajat hubungan yang 
kuat dengan nilai korelasi 0,754. Arah hubungan pada uji korelasi menunjukan 
hasil positif. Hal tersebut menandakan bahwa korelasi yang searah dan berbanding 
lurus antar variabel. 
Perlakuan Nilai Probabilitas 
KM K+ 100% 50% 25% 12.5% K- 
KM  0,000 0,150 0,049 0,029 0,000 0,000 
K+ 0,000  0,001 0,003 0,005 0,280 0,499 
100% 0,150 0,001  0,993 0,957 0,065 0,029 
50% 0,049 0,003 0,993  1,000 0,194 0,093 
25% 0,029 0,005 0,957 1,000  0,301 0,153 
12.5% 0,000 0,280 0,065 0,194 0,301  0,999 
K- 0,000 0,499 0,029 0,093 0,153 0,999  
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5.6 Hasil Uji Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan Konsentrasi 
Bunuh Minimum (KBM)  
 Uji Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) menggunakan metode 
mikrodilusi. Pengamatan hasil KHM terhadap bakteri uji dilakukan secara visual 
setelah well microplate diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Konsentrasi 
terendah yang dapat menghambat bakteri ditunjukan dengan tidak adanya 
kekeruhan setelah diinkubasi (jernih). Hasil uji KHM dapat dilihat pada gambar 
5.14 dan tabel 5.6. 
 
Gambar 5.14 Hasil pengamatan secara visual terhadap microplate yang 
menandakan adanya kekeruhan pada well microplate (negatif KHM). 
Tabel 5.6 Hasil OD Konsentrasi Hambat Minimum 
Perlakuan Nilai rata-rata OD KHM 
Sebelum inkubasi Sesudah inkubasi 
K+ 0,433 0,458 
100% 0,384 2,256 
50% 0,368 2,322 
25% 0,381 2,211 
12,5% 0,397 2,136 
K- 0,574 1,760 
Penentuan KHM dilakukan dengan cara melihat selisih nilai OD 
sesudah dan sebelum diinkubasi. Apabila nilai selisih antara OD sesudah dan 
sebelum diinkubasi  ≤ 0 maka menunjukan tidak adanya kekeruhan (jernih) dan 
sebaliknya, apabila didapatkan nilai selisih ≥ 0 maka menunjukan adanya 
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kekeruhan pada well microplate. Penghitungan nilai KHM didapatkan hasil ΔOD 
> 0 yang menandakan adanya kekeruhan pada well microplate. Hasil dapat dilihat 
pada gambar 5.15. 
 
Gambar 5.15 Hasil ΔOD KHM dan didapatkan kekeruhan pada well microplate. 
Setelah dilakukan penentuan nilai KHM maka dilakukan uji KBM.  
Uji KBM diperoleh dengan cara menambahkan 100 μL bakteri uji kedalam 100 
μL CFS dengan berbagai konsentrasi yang kemudian diinkubasi selama 24 jam. 
Tingkat keberhasilan uji KBM dibuktikan dengan tidak adanya bakteri yang 
mengendap pada dasar well microplate. Hasil uji KBM dapat dilihat pada gambar 
5.16. 
 
Gambar 5.16 Hasil pengujian KBM. Adanya titik pada well microplate 
menandakan ketidakberhasilan pada uji KBM. 
0.025  
± 0.014 






















   
Berdasarkan gambar 5.14 dan tabel 5.6 pada uji Konsentrasi Hambat 
Minimum (KHM) didapatkan hasil keruh dengan ΔOD ≥ 0. Hal ini menunjukan 
bahwa CFS jamur A. aculeatus tidak dapat menghambat pertumbuhan bakteri P. 
aeruginosa. Berdasarkan gambar 5.16 pada uji Konsentrasi Bunuh Minimum 
(KBM) didapatkan hasil CFS dengan berbagai persentase tidak mampu 
membunuh bakteri uji. Hal ini dibuktikan dengan adanya endapan bakteri yang 
ditandai dengan adanya titik pada dasar well microplate. Jika pada uji tersebut 
dinyatakan negatif KBM maka tidak perlu dilakukan penghitungan jumlah koloni 
menggunakan metode streak plate. 
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BAB VI 
PEMBAHASAN 
6.1 Pseudomonas aeruginosa 
Bakteri yang digunakan pada penelitian ini adalah P. aeruginosa 
pembentuk biofilm. Bakteri P. aeruginosa merupakan bakteri Gram negatif dan 
dikenal sebagai patogen oportunistik yang mengakibatkan infeksi ringan pada 
individu sehat dan infeksi berat pada individu yang mengalami penurunan 
kekebalan sistem imun (Sharma et al., 2014). P. aeruginosa sering dikaitkan 
dengan terjadinya infeksi nosokomial atau Healthcare associated infection (HAIs) 
(Radji, 2011). Faktor virulensi pada P. aeruginosa berhubungan dengan pili, 
kapsul polisakarida, lipopolisakarida (LPS), alginat, alkalin protease, eksotoksin 
A, eksotoksin C, elastase, hemolisin, dan siderofor (Gunardi, 201 7). Beberapa 
dari komposisi struktur tersebut yang bertanggung jawab sebagai faktor virulensi 
patogenesis seperti adhesi zat virulennya berupa kapsul polisakarida (glikokaliks), 
alginat (biofilm), dan fimbriae (pili N-metil) (Sarowska et al., 2019). Sedangkan 
dalam invasi zat virulen berupa alkalin protease, hemolisis (lesitinase dan 
fosfolipase), elastase, sitotoksik, dan pigmen piosin. Pergerakan zat virulen P. 
aeruginosa berupa flagel. Toksin zat virulennya berupa lipopolisakarida (LPS), 
ekoenzim S, dan ekoenzim A (Jawetz, 2010). 
Salah satu faktor virulensi P. aeruginosa untuk menginfeksi inang, 
adalah biofilm (Rieber et al., 2013). Biofilm merupakan kumpulan dari 
mikroorganisme (bakteri, alga, jamur, atau protozoa) yang diselimuti matriks 
polisakarida (Slobodnikova et al., 2016). Biofilm diproduksi oleh mikroorganisme 
itu sendiri dan melekat pada substrat biotik maupun abiotik (Hidayati & Liuwan, 
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2019). Pada tahap pertama proses pembentukan biofilm bakteri P. aeruginosa, sel 
planktonik melakukan perlekatan awal dipermukaan biotik maupun abiotik. Pada 
tahap kedua bakteri merubah perlekatan menjadi ireversibel. Sel-sel yang telah 
melekat secara ireversibel akan saling berkomunikasi (quorum sensing) dan 
membentuk mikrokoloni dengan cara memproduksi EPS. Mikrokoloni akan terus 
berkembang hingga membentuk biofilm yang matur. Saat biofilm telah matur 
biofilm juga dapat kembali ke bentuk sel planktonik. Kembalinya sel matur 
menjadi sel planktonik dapat disebabkan oleh beberapa hal seperti kurangnya 
oksigen, nutrisi, dan keadaan yang tidak mendukung adanya biofilm. 
Bakteri P. aeruginosa dilakukan identifikasi menggunakan uji 
mikroskopis, uji makroskopis, dan uji biokimia. Hal ini bertujuan untuk 
memastikan sampel uji yang digunakan adalah bakteri P. aeruginosa. Pada uji 
mikroskopis menggunakan pewarnaan Gram bertujuan untuk mengidentifikasi 
ukuran, bentuk dan susunan bakteri (Sinulinga, 2015). Hasil pewarnaan Gram 
menunjukan bahwa bakteri tersebut berbentuk batang dan berwarna merah, 
sehingga tergolong kelompok bakteri Gram negatif. Bakteri Gram negatif 
memiliki dinding peptidoglikan satu lapis yang tipis dan mengandung banyak 
lipid (Alvita, 2015). Secara umum bakteri Gram negatif memiliki perbedaan 
morfologi dinding sel dibanding bakteri Gram positif. Pada bakteri Gram negatif 
memiliki lapisan luar lipopolisakarida hidrofilik. Hal ini mengakibatkan tingginya 
tingkat resistensi terhadap penetrasi antibakteri (Famuyide et al., 2019). 
Hasil uji makroskopis menggunakan media Mueller Hinton Agar 
(MHA) bakteri P. aeruginosa memiliki bentuk koloni bulat halus dan tampak 
berwarna kehijauan. Hal tersebut disebabkan karena pigmen piosin yang berdifusi 
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kedalam media (Badal, 2018). Berdasarkan hasil uji biokimia menggunakan uji 
IMViC (Indole, Methyl Red, Voges-Proskaurer, and Citrate) dan uji TSIA (Triple 
Sugar Iron Agar)  menunjukan ciri khas yang dimiliki oleh bakteri P. aeruginosa. 
Pada uji indole P. aeruginosa menunjukan hasil negatif, sehingga tidak 
terbentuknya cincin ungu pada saat diteteskan reagen kovac indole. Hal tersebut 
menandakan bakteri uji tidak menghasilkan enzim triptophanase sehingga tidak 
dapat memecah triptofan menjadi indol (Rahmadian et al., 2018). Pada uji Voges-
Proskaurer (VP) didapatkan hasil negatif, karena tidak terjadi perubahan warna 
merah setelah diteteskan reagen VP. Hal tersebut menandakan bakteri uji tidak 
dapat memfermentasikan glukosa namun dengan cepat merubah asam menjadi 
asetil. Pada uji Citrate menunjukan hasil positif yang ditandai dengan perubahan 
medium SCA menjadi warna biru (Leboffe dan Pierre., 2012). Hal tersebut 
menandakan bakteri mampu menggunakan sitrat sebagai sumber karbon. Pada uji 
TSIA menunjukan hasil negatif yang ditandai dengan tidak terdapat perubahan 
warna parsial. Hal tersebut menandakan bahwa tidak ada pembentukan gas dari 
H2S. Hasil uji biokimia dapat dilihat pada gambar 5.5 dan tabel 5.1. 
6.2 Aspergillus aculeatus 
Aspergillus aculeatus merupakan spesies fungi yang sering ditemui 
pada buah busuk dan tanah. Fungi ini dapat tumbuh pada suhu 10-42°C dan 
memiliki spora berwarna cokelat kehitaman (Simbolon, 2012). Aktivitas 
antibiofilm pada A. aculeatus dapat dibuktikan dengan adanya destruksi pada 
bakteri, menekan pembentukan biofilm dengan cara mempengaruhi mekanisme 
quorum sensing (Slobodnikovanikova et al., 2016). A. aculeatus dalam 
memproduksi antibiofilm memiliki enzim Cellobiose Dehydrogenase Enzyme 
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(CDH), β-glucosidase (Rasouli et al., 2020), lactonase, acylase, dan 
oxidoreductase (Tommonaro, 2019). CDH merupakan enzim ekstraseluler yang 
dapat mengoksidasi laktosa pada selubung EPS sehingga dapat menghancurkan 
matriks biofilm pada bakteri uji (Navidinia, 2017). β-glucosidase pada A. 
aculeatus memiliki kemampuan memotong ikatan glukosa maupun pembebasan 
fenolik. Hal tersebut mengakibatkan terhambatnya motilitas bakteri, menghambat 
sintesis fimbriae, menurunkan produksi EPS, dan dapat mengganggu quorum 
sensing sehingga β-glucosidase mampu mencegah perlekatan, dan menghambat 
pertumbuhan bakteri (Ma‟rufah et al., 2013). Lactonase mampu menginaktivasi 
autoinducer (aiiA) sehingga quorum sensing tidak dapat mensekresi molekul 
sinyal ekstraseluler. Acylase dapat mengganggu quorum sensing dengan cara 
mengubah produksi faktor virulensi dan mengurangi akumulasi 3OC12HSL dan 
C4HSL pada bakteri (Sala et al., 2019). Oxidoreductase dapat menonaktifkan 
3OC12HSL dan dapat bekerja sebagai penghambat sistem quorum sensing 
(Bijtenhoorn et al., 2011).  
Pembuatan Cell Free Supernatant (CFS) A. aculeatus menggunakan 
metode serial dilusi. CFS diperoleh dari hasil inokulasi jamur A. aculeatus yang 
telah diinkubasi selama 4 hari pada suhu 28°C. Suhu tersebut merupakan suhu 
yang optimal untuk pertumbuhan jamur A. aculeatus (Prateeksha et al., 2020). 
Selanjutnya dilakukan penyaringan sebanyak dua kali sehingga didapatkan CFS 
yang berwarna kuning bening. Penyaringan bertujuan untuk menyisihkan 
kandungan enzim ekstraseluler pada jamur. Berbagai konsentrasi CFS pada A. 
aculeatus dipilih berdasarkan penelitian pendahuluan untuk mengetahui 
konsentrasi CFS A. aculeatus  yang sesuai dalam aktivitas antibiofilm. 
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6.3 Uji Deteksi Pembentukan Biofilm P. aeruginosa 
Prosedur pada penelitian ini menggunakan metode microtiter plate 
biofilm assay. Metode ini merupakan mikrodilusi cair yang dapat memberikan 
hasil secara kuantitatif mengenai aktivitas antibiofilm A. aculeatus terhadap 
biofilm P. aeruginosa. Pengujian yang dilakukan menggunakan pewarnaan kristal 
violet secara spesifik pada komponen-komponen matriks (Azeredo, 2016). 
Pewarnaan tersebut bertujuan untuk mengikat muatan negatif pada permukaan 
molekul dan polisakarida (Petrachi, 2017). Hal ini menyebabkan melekatnya 
pewarna kristal violet pada well yang terdapat biofilm walaupun telah dilakukan 
pencucian (Rollando, 2017).  
Kelompok kontrol pada penelitian ini terdiri dari kontrol media, 
kontrol positif, dan kontrol negatif. Pada kontrol media berisi TSB dan glukosa 
5%. Penambahan glukosa pada TSB dapat merangsang pembentukan biofilm 
bakteri uji (Sherestha et al., 2016). Konsentrasi glukosa dapat diberikan dengan 
rentang 0,25% sampai dengan 4% (Putri, 2019). Penambahan glukosa pada TSB 
merupakan media pertumbuhan yang baik pada lima strain MDR, yaitu 
Pseudomonas aeruginosa, E. coli, K. Pneumoniae, Methicillin-resistant S. aureus, 
dan Serratia marcescens (Farrag et al., 2019). Kontrol positif berisi bakteri uji 
dan antibiotik Gentamicin. Bakteri P. aeruginosa dikenal sebagai bakteri 
multiresisten. Hal tersebut dikarenakan bakteri memiliki membran luar yang dapat 
membatasi penetrasi antibiotik ke dalam membran sitoplasma (Hidayati & 
Liuwan, 2019). Pemilihan antibiotik Gentamicin dipercaya efektif dapat melawan 
P. aeruginosa dengan cara menghambat virulensi dan pembentukan biofilm 
(Gupta et al., 2016). Gentamicin memiliki kekuatan KHM terbaik pada P. 
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aeruginosa yaitu sebesar 1-2 μg/mL (Shaughnessy et al., 2020). Sedangkan 
kontrol negatif berisi bakteri uji dan media, yaitu TSB dan glukosa 5%. 
Setelah semua well pada microplate terisi maka dilakukan pencucian 
menggunakan Phosphate-Buffered Saline (PBS). Pemilihan PBS berdasarkan sifat 
larutannya yaitu isotonic, non-toxic dan dapat mempertahankan nilai pH pada 
buffer. Pencucian tersebut digunakan untuk membuang sel planktonik pada 
dinding  well microplate tanpa merusak struktur dinding biofilm bakteri (Azeredo, 
2016). Selanjutnya dilakukan pewarnaan menggunakan kristal violet 0,1% untuk 
mewarnai biofilm pada well microplate. Hasil pewarnaan biofilm akan terlihat 
seperti cincin berwarna ungu pada permukaan atas well microplate. Banyaknya 
kristal violet yang menempel pada well akan berbanding lurus dengan ketebalan 
biofilm yang terbentuk (Khotimah, 2020). Pemberian asam asetat 30% bertujuan 
untuk melarutkan cincin biofilm yang telah terbentuk. Kemudian dilakukan 
penghitungan nilai OD menggunakan microplate reader dengan panjang 
gelombang 595 nm (Zaba, 2016).  
Biofilm terbentuk pada permukaan biotik maupun abiotik. Proses 
pembentukan biofilm terdiri dari beberapa tahapan yaitu attachment (perlekatan), 
pembentukan mikrokoloni, maturasi, dan dispersi (Sharma et al., 2016). Faktor 
virulensi yang berperan pada tahap attachment yaitu pili A dan pili B. Setelah 
bakteri melekat, bakteri membutuhkan bantuan protein SadB yang berfungsi 
merubah perlekatan menjadi ireversibel (Gupta et al., 2015). Setelah perlekatan 
bersifat ireversibel, bakteri akan membentuk mikrokoloni dengan cara 
memproduksi matriks extracellular polysaccharide (EPS). Perubahan bakteri dari 
sel tunggal menjadi mikrokoloni memerlukan komunikasi menggunakan sistem 
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quorum sensing. Quorum sensing merupakan kemampuan molekul untuk 
melakukan komunikasi antar sel melalui sinyal peptida dan molekul, seperti 3,5-
cyclic diguanylic acid (c-di-GMP), competence stimulating peptide, rhamnolipid, 
modulin yang larut dalam fenol, farnesol, dan lain-lain (Kumar et al., 2017). 
Matriks extracellular polysaccharide (EPS) akan teraktivasi ketika intensitas 
sinyal tersebut telah mencapai threshold level. Mikrokoloni akan terus 
berkembang dan mengalami maturasi. Maturasi ditandai dengan adanya kerapatan 
dan kompleksitas biofilm. komponen biofilm akan terus berkembang hingga 
memicu terjadinya dispersi untuk membentuk lapisan biofilm yang baru (Zhao et 
al., 2017).  
Uji deteksi pembentukan biofilm bertujuan untuk mengetahui 
kemampuan bakteri uji dalam membentuk biofilm (Putri, 2019). Bakteri yang 
digunakan diukur menggunakan spektrofotometer dengan panjang gelombang 595 
nm sehingga didapatkan hasil OD 0,5. Pada uji deteksi pembentukan biofilm 
didapatkan hasil ODisolat sebesar 2,970 dan ODcut 0,800. Hasil tersebut 
menunjukan bahwa bakteri P. aeruginosa termasuk dalam kelompok strong 
biofilm producer. Kekuatan P. aeruginosa dalam memproduksi biofilm memenuhi 
kriteria hasil 4xODcut < ODisolat.  
Terdapat tiga macam aktivitas antibiofilm A. aculeatus terhadap 
biofilm bakteri P. aeruginosa, yaitu pencegahan perlekatan biofilm, 
penghambatan pertumbuhan biofilm, dan penghancuran biofilm. Hasil uji 
aktivitas antibiofilm A. aculeatus terhadap biofilm bakteri P. aeruginosa disajikan 
dalam bentuk grafik. Model grafik menunjukan perbedaan pada tiap ujinya.  
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6.4 Uji Pencegahan Perlekatan Biofilm Pseudomonas aeruginosa 
Uji pencegahan perlekatan biofilm bertujuan untuk mendeteksi 
kemampuan konsentrasi CFS A. aculeatus dalam mencegah perlekatan bakteri 
pada tahap awal pembentukan biofilm. Pada fase awal, bakteri berinteraksi secara 
lemah dan agregasi secara longgar sehingga dapat berpisah dan kembali dalam 
bentuk planktonik (Gupta et al., 2015). Selanjutnya bakteri akan mengalami 
perlekatan pada permukaan secara ireversibel melalui interaksi hidrofilik atau 
hidrofobik. Interaksi ini diperantarai oleh adhesi spesifik antara organel sel seperti 
fimbriae, flagella, lipopolisakarida, dan protein adhesif (Jamal et al., 2015).  
Berbagai konsentrasi CFS dimasukan kedalam well microplate terlebih 
dahulu selama 60 menit. Hal ini diharapkan CFS mampu melapisi dinding well 
microplate sehingga biofilm pada bakteri uji tidak dapat melekat. Uji aktivitas 
pencegahan perlekatan biofilm tertinggi terlihat pada konsentrasi 50% dengan 
nilai persentase sebesar 25,64%. Berdasarkan hasil OD uji pencegahan perlekatan 
biofilm, CFS dengan konsentrasi 100%, 50%, 25%, dan 12,5% memiliki nilai OD 
0,561; 0,258; 0,287; dan 0,270. Hal tersebut menunjukan bahwa kelompok uji 
dengan persentase 50% merupakan konsentrasi paling efektif untuk mencegah 
perlekatan biofilm bakteri, karena nilai OD yang dihasilkan paling rendah yaitu 
sebesar 0,258. Penurunan nilai OD pada CFS menandakan adanya pengurangan 
intensitas warna ungu pada pewarnaan kristal violet. Hal tersebut menunjukan 
adanya penurunan ketebalan matriks biofilm pada bakteri uji (Khotimah, 2020). 
Namun nilai OD pada CFS dengan konsentrasi terbesar yaitu 100% memiliki nilai 
OD yang paling tinggi sebesar 0,561 dengan aktivitas pencegahan perlekatan 
terendah dibandingkan konsentrasi lainnya. Penurunan efek pada dosis yang lebih 
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tinggi menunjukan adanya kejenuhan antar reaksi molekul dengan reseptornya 
(Katzung et al., 2012). Hasil penelitian sebelumnya menunjukan bahwa ekstrak 
daun pepaya dapat mencegah perlekatan biofilm bakteri Pseudomonas aeruginosa 
pada konsentrasi 25%, yaitu sebesar 41,176% (Kining et al., 2016). Ekstrak daun 
singkong dengan konsentrasi 100% dapat mencegah perlekatan biofilm bakteri E. 
coli sebesar 45,12% (Alvita, 2015). 
Hasil OD uji pencegahan perlekatan biofilm kemudian dianalisis 
menggunakan SPSS versi 26. Data dikatakan normal apabila nilai p > 0,05 dan 
data dikatakan homogen apabila nilai p > 0,05. Karena pada uji homogenitas 
Levene didapatkan nilai 0,089 (p > 0,05) maka dilakukan uji One-Way ANOVA. 
Pada uji One-Way ANOVA didapatkan nilai 0,000 (p < 0,05) yang menandakan 
adanya perbedaan signifikan. Untuk mengetahui perlakuan mana yang berbeda 
secara signifikan, maka dilakukan uji Post-Hoc Test dengan kriteria nilai p < 0,05. 
Selanjutnya dilakukan uji korelasi Pearson untuk mengetahui hubungan 
pemberian konsentrasi CFS A. aculeatus terhadap pencegahan perlekatan biofilm 
P. aeruginosa. Hasil uji korelasi Pearson didapatkan nilai 0,138 (p > 0,05) yang 
menandakan tidak adanya korelasi dengan derajat hubungan yang cukup. 
Proses pembentukan biofilm dimulai dari perlekatan pada permukaan 
abiotik maupun biotik (Kumar et al., 2017). Motilitas merupakan salah satu faktor 
virulensi yang sangat berperan dalam perlekatan awal bakteri. Pada proses ini 
dipengaruhi oleh karakteristik fisika, kimia bakteri, lingkungan, dan sifat 
permukaan (Abida, 2020). Adanya senyawa tertentu juga dapat menghalangi 
proses perlekatan sel pada permukaan. Mekanisme pencegahan perlekatan biofilm 
bakteri P. aeruginosa oleh A. aculeatus adalah melalui antiadhesif pada β-
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glucosidase. Enzim β-glucosidase berperan dalam menghambat proses quorum 
sensing melalui pembebasan fenolik. Hal tersebut mengakibatkan terhambatnya 
motilitas bakteri, menghambat sintesis fimbriae, dan menurunkan produksi EPS, 
sehingga dapat mengganggu perlekatan biofilm (Rasouli et al., 2020).  
6.5 Uji Penghambatan Pertumbuhan Biofilm Pseudomonas aeruginosa 
Uji penghambatan pertumbuhan biofilm bertujuan untuk mendeteksi 
kemampuan konsentrasi CFS A. aculeatus dalam menghambat pertumbuhan 
bakteri. Ketika bakteri melekat secara ireversibel, bakteri akan membentuk 
mikrokoloni dengan cara memproduksi matriks extracellular polysaccharide 
(EPS). Perubahan bakteri dari sel tunggal menjadi mikrokoloni memerlukan 
komunikasi antar sel melalui sinyal peptida dan molekul (Kumar et al., 2017). 
Berbagai konsentrasi CFS dimasukan secara bersamaan dengan bakteri uji 
kedalam well microplate dan kemudian diinkubasi selama 48 jam. Hal ini 
diharapkan CFS mampu menghambat pertumbuhan biofilm bakteri uji. 
Hasil OD uji penghambatan pertumbuhan dapat dilihat pada gambar 
5.9. Berdasarkan hasil OD uji tersebut kontrol positif dan CFS dengan berbagai 
konsentrasi memiliki nilai OD lebih rendah dari pada kontrol negatif dan nilai OD 
kontrol positif lebih rendah dari pada kelompok uji. Hal ini menunjukan bahwa 
antibiotik menghambat pertumbuhan lebih kuat dibandingkan CFS. CFS dengan 
konsentrasi 100%, 50%, 25%, dan 12,5% memiliki nilai OD 0,834; 0,826; 0,962; 
dan 1,020. Hasil tersebut menunjukan CFS dengan konsentrasi 50% memiliki 
hasil OD paling rendah sebesar 0,826 dan hasil persentase uji aktivitas 
penghambatan pertumbuhan sebesar 46,88%. Penurunan nilai OD pada CFS 
menandakan adanya pengurangan intensitas warna ungu pada pewarnan kristal 
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violet. Hal tersebut menunjukan adanya penurunan ketebalan pada matriks biofilm 
bakteri uji (Khotimah, 2020). Penelitian sebelumnya menyatakan bahwa ekstrak 
etanol daun murbei dengan konsentrasi 0,16 mg/mL menunjukan hasil 
penghambatan pertumbuhan biofilm sebesar 60% pada bakteri P. aeruginosa 
(Ramadhan et al., 2017).  Minyak astiri dengan konsentrasi 0,5% dapat 
menghambat pertumbuhan bakteri P. aeruginosa sebesar 42% (Fattah, 2015). 
Hasil OD uji penghambatan pertumbuhan biofilm kemudian dianalisis 
menggunakan SPSS versi 26. Data normal apabila nilai p > 0,05 dan dikatakan 
homogen apabila nilai p > 0,05. Kemudian data diuji menggunakan uji One-Way 
ANOVA dan didapatkan hasil yang menandakan adanya perbedaan signifikan. 
Untuk mengetahui perlakuan mana yang berbeda secara signifikan, maka 
dilakukan uji Post-Hoc Tukey dengan kriteria nilai p < 0,05. Selanjutnya 
dilakukan uji korelasi Pearson untuk mengetahui hubungan. Hasil uji korelasi 
menandakan adanya korelasi dengan derajat hubungan yang kuat dan dibuktikan 
dengan nilai korelasi 0,782. 
Bakteri yang telah melekat pada permukaan akan melakukan 
komunikasi antar sel yang disebut quorum sensing. Ketika komunikasi, bakteri 
memproduksi matriks extracellular polysaccharide (EPS). Adanya enzim β-
glucosidase pada A. aculeatus mampu memotong ikatan glukosa. Hal ini 
mengakibatkan hilangnya sinyal peptida bakteri dan menimbulkan komunikasi 
antar dan pertumbuhan bakteri uji tidak terbentuk (Ma‟rufah et al., 2013). 
Autoinducer (aiiA) diinvasi oleh lactonase sehingga sinyal ekstraseluler tidak 
terekskresi. Enzim lactonase dapat menghancurkan sinyal AHL melalui reaksi 
pembukaan cincin lakton. Acylase dapat menghancurkan AHL dengan reaksi 
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pemotongan ikatan peptida pada cincin hemoserin lakton (Akhdiya, 2018) dan 
dapat mengganggu quorum sensing dengan cara mengubah produksi faktor 
virulen (Sala et al., 2019). Enzim oxidoreductase dapat menginvasi molekul AHL 
melalui reaksi oksidasi pada rantai acyl sehingga terjadinya modifikasi tanpa 
adanya penghancuran molekul sinyal AHL (Akhdiya, 2018). 
6.6 Uji Penghancuran Biofilm Pseudomonas aeruginosa 
Uji penghancuran biofilm bertujuan untuk melihat kemampuan 
konsentrasi CFS dalam penghancuran biofilm bakteri uji. Prosedur kerja pada uji 
ini dengan cara memasukan bakteri pada lubang microplate terlebih dahulu dan 
diinkubasi sesuai dengan prosedur penelitian, yaitu 48 jam. Hal ini diharapkan 
biofilm bakteri mampu melapisi dinding di dalam lubang microplate. Selanjutnya 
memasukan CFS dengan berbagai konsentrasi dengan waktu kontak 60 menit. 
Waktu terbaik CFS kontak dengan bakteri dalam penghancuran biofilm adalah 55-
60 menit  (Alvita, 2015).  
Hasil OD uji penghancuran biofilm dapat dilihat pada gambar 5.11. 
dari hasil tersebut kontrol positif mempunyai nilai OD paling tinggi dari pada CFS 
dengan berbagai konsentrasi. Hal ini membuktikan CFS dengan berbagai 
konsentrasi memiliki efek lebih kuat dari pada antibiotik. CFS dengan berbagai 
konsentrasi menunjukan CFS dengan konsentrasi 100% memiliki hasil OD paling 
rendah. Hasil OD uji penghancuran biofilm dianalisis menggunakan SPSS versi 
26. Data dikatakan normal apabila nilai p > 0,05 dan data dikatakan homogen 
apabila nilai p > 0,05. Pada uji One-Way ANOVA didapatkan hasil adanya 
perbedaan signifikan. Untuk mengetahui perlakuan yang berbeda dilakukan uji 
Post-Hoc Tukey. Selanjutnya dilakukan uji korelasi Pearson untuk mengetahui 
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hubungan pemberian konsentrasi CFS A. aculeatus terhadap penghancuran 
biofilm P. aeruginosa.  
Biofilm yang matur ditandai dengan adanya komunikasi, dan sinergitas 
antar bakteri yang semakin kompleks. Matriks EPS yang terbentuk akan semakin 
tebal dan memperkuat pertahanan bakteri. Kemampuan CDH pada A. aculeatus 
diharapkan dapat mengoksidasi laktosa pada selubung EPS sehingga dapat 
mendegradasi biofilm pada bakteri uji (Navidinia et al., 2017). 
6.7 Uji Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan Konsentrasi Bunuh 
Minimum (KBM) Terhadap Bakteri P. aeruginosa 
Pengamatan pertumbuhan bakteri menggunakan metode mikrodilusi 
dapat dilakukan dengan pembacaan nilai OD atau secara visual. Metode 
mikrodilusi memiliki beberapa keuntungan yaitu menjamin tercampurnya media 
dan suspensi uji dengan merata. Pengamatan secara visual dilakukan dengan cara 
melihat kekeruhan pada well microplate. Penentuan KHM dilakukan dengan 
melihat selisih nilai OD sesudah dan sebelum diinkubasi. Nilai ΔOD ≤ 0 
menunjukan well microplate jernih dan tidak terdapat pertumbuhan bakteri 
(Mutammima, 2017). Konsentrasi terendah yang dapat menghambat pertumbuhan 
bakteri dinyatakan sebagai KHM. Sedangkan keberhasilan dalam uji KBM 
ditentukan dengan tidak adanya koloni bakteri yang tumbuh. Konsentrasi terendah 
yang dapat membunuh bakteri dinyatakan sebagai KBM (Aprilia., 2020). 
Berdasarkan gambar 5.13 dan tabel 5.6 pada uji Konsentrasi Hambat 
Minimum (KHM) didapatkan hasil keruh dengan ΔOD ≥ 0. Nilai OD yang tidak 
memenuhi kriteria (ΔOD ≤ 0) dikarenakan tebalnya dinding bakteri yang tidak 
mampu ditembus oleh senyawa aktif dalam jamur A. aculeatus (Jawetz, 2010).  
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Sedangkan gambar 5.14 pada uji Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) 
didapatkan hasil CFS dengan berbagai konsentrasi tidak mampu membunuh 
bakteri uji. Hal ini dibuktikan adanya endapan bakteri yang ditandai dengan tanda 
titik pada dasar well microplate.  
Alkaloid memiliki aktivitas antibakteri. Alkaloid dapat mengganggu 
komponen penyusun peptidoglikan. Hal ini mengakibatkan lapisan dinding pada 
bakteri terbentuk secara tidak sempurna (Rijayanti., 2014). Alkaloid dapat 
menghambat pertumbuhan bakteri P. aeruginosa, E. coli, dan S. aureus dengan 
nilai KHM sebesar 31,3; 62,5; dan 15,6 g/mL (Fakih & Almaqtri, 2019). Asam 
kojat merupakan metabolit sekunder yang banyak diproduksi oleh genus 
Aspergillus melalui proses fermentasi secara aerob (Suwarjo et al., 2017). Asam 
kojat dilaporkan memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri Gram positif 
maupun Gram negatif (Mulyani et al., 2020). Aktivitas asam kojat dibuktikan 
dengan nilai KHM bakteri P. aeruginosa sebesar 188 μg/mL (Fakih & Almaqtri, 
2019).  
6.8 Kajian Integrasi Islam mengenai Aktivitas Antibiofilm Aspergillus 
aculeatus terhadap biofilm Pseudomonas aeruginosa 
Pseudomonas aeruginosa merupakan patogen oportunistik yang 
mengakibatkan infeksi ringan pada individu sehat dan infeksi berat pada individu 
dengan penurunan sistem imun. Namun P. aeruginosa sering dikaitkan dengan 
terjadinya Healthcare associated infection (HAIs) atau infeksi nosokomial. 
Infeksi nosokomial merupakan infeksi yang berkembang di lingkungan rumah 
sakit atau pelayanan kesehatan dan pada umumnya diderita pasien setelah 
menjalani perawatan minimal 72 jam. 
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Bakteri P. aeruginosa memiliki berbagai faktor virulensi, salah 
satunya biofilm. Bakteri penghasil biofilm diprediksi 10.000 kali lebih resisten 
terhadap antibiotik dibanding bakteri yang tidak membentuk biofilm. Hal tersebut 
dikarenakan keberadaan biofilm dapat menghalangi penetrasi antibiotik sehingga 
sulitnya terapi pada infeksi bakteri penghasil biofilm. Riwayat hadis shahih Imam 
Bukhari Muslim dikatakan bahwa, Nabi Muhammad SAW bersabda : 
ثَ َنا ُعَمُر ْبُن َسِعيِد ْبِن َأِب ُحسَ ْْيٍ قَاَل  ثَ َنا أَبُو َأْْحََد الزُّبَ ْْيِيُّ َحدَّ ُد ْبُن اْلُمثَ َّنَّ َحدَّ ثَ َنا ُُمَمَّ َحدَّ
ُ َعَلْيوِ  َوَسلََّم  ُ َعْنُو َعْن النَِّبِّ َصلَّى اَّللَّ َثِِن َعطَاُء ْبُن َأِب َرََبٍح َعْن َأِب ُىرَيْ رََة َرِضَي اَّللَّ   َحدَّ
ُ َداًء ِإَّلَّ أَنْ َزَل لَُو ِشَفاًء)رواه البخاري)  قَاَل َما أَنْ َزَل اَّللَّ
Artinya “Telah menceritakan kepada kami Muhammad bin al-
Mutsanna telah menceritakan kepada kami Abu Ahmad Az Zubairi telah 
menceritakan kepada kami 'Umar bin Sa'id bin Abu Husain dia berkata; telah 
menceritakan kepadaku 'Atha`bin Abu Rabah dari Abu Hurairah radhiyallahu 
'anhu dari Nabi shallallahu 'alaihi wasallam beliau bersabda: "Allah tidak akan 
menurunkan penyakit melainkan menurunkan obatnya." (HR Bukhari). 
 
Hadits lain menyebutkan di dalam riwayat musnad Imam Ahmad dari 
sahabat Usamah bin Suraik, bahwasanya Nabi Muhammad SAW bersabda: 
ُكْنُت ِعْنَد النَِّبِّ َصلَّى هللاُ َعَلْيِو َوَسلََّم، َوَجاَءِت ْاَْلْعرَاُب، فَ َقاَل: ََي َرُسْوَل هللِا، أَنَ َتَداَوى؟ 
رَ    َداءٍ فَ َقاَل: نَ َعْم ََي ِعَباَد هللِا، َتَداَوْوا، فَِإنَّ هللَا َعزَّ َوَجلَّ ََلْ َيَضْع َداًء ِإَّلَّ َوَضَع لَُو ِشَفاًء َغي ْ
( َواِحٍد. قَاُلوا: َما ُىَو؟ قَاَل: اْْلََرُم)رواه اْحاد   
Artinya “Aku pernah berada di samping Rasulullah, lalu datanglah 
rombongan Arab Badui. Mereka bertanya, 'Wahai Rasulullah, bolehkah kami 
berobat?' Beliau menjawab, 'Iya, wahai para hamba Allah, berobatlah. Sebab, 
Allah  tidaklah meletakkan sebuah penyakit melainkan meletakkan pula obatnya, 
kecuali satu penyakit.' Mereka bertanya, 'Penyakit apa itu?' Beliau menjawab, 
'Penyakit tua.'" (HR Ahmad). 
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 Kesimpulan kedua riwayat hadis tersebut adalah segala macam penyakit 
pasti ada obat atau penawarnya. Kewajiban setiap manusia berusaha mencari atau 
meneliti obat yang tepat dalam menyembuhkan penyakit. Di dalam Al-Qur‟an 
surah Thaha ayat 53, Allah berfirman : 
ِء  ا َم سَّ ل ا َن  ِم َزَل   ْ ن َوَأ ًًل  ُب ُس ا  َه ي ِف ْم  ُك َل َك  َل َوَس ا  ًد ْه َم ْْلَْرَض  ا ُم  ُك َل َل  َع َج ي  لَِّذ ا
ى  ّتَّ َش ٍت  ا َب  َ ن ْن  ِم ا  ًج ْزَوا َأ و  ِب ا  َن َرْج ْخ َأ َف ًء  ا :  َم و ط (٣ ٥) 
Artinya “Dia yang telah menjadikan bagimu bumi sebagai hamparan 
dan yang telah menjadikan bagimu di bumi itu jalan-jalan, dan menurunkan dari 
langit air hujan. Maka kami tumbuhkan dengan air hujan itu berjenis-jenis dari 
tumbuh-tumbuhan yang bermacam-macam” (Qs At-Thaha 53). 
 
Ayat tersebut menjelaskan tentang adanya berbagai macam tumbuhan. 
Tumbuhan tingkat tinggi maupun tumbuhan tingkat rendah, dan tumbuhan yang 
berbeda warna serta manfaat. Salah satu tumbuhan yang sedang dikembangkan 
sebagai antibiofilm yaitu jamur. Beberapa spesies jamur memiliki senyawa 
antibiofilm terhadap bakteri. Aspergillus merupakan salah satu spesies fungi yang 
tersebar luas di seluruh dunia karena spora jamur yang mudah tersebar melalui 
angin. Aspergillus dapat hidup pada media dengan kandungan gula dan asam yang 
tinggi.  
Berdasarkan hasil penelitian ini, Aspergillus aculeatus terbukti 
memiliki aktivitas antibiofilm terhadap bakteri Pseudomonas aeruginosa. Hal ini 
dapat dibuktikan pada gambar 6.1.  
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Gambar 6.1 Hasil nilai Optical Density (OD) uji aktivitas antibiofilm 
Aspergillus aculeatus terhadap biofilm Pseudomonas aeruginosa 
Pada penelitian ini penulis berharap dapat memberikan manfaat kepada 
masyarakat dan para peneliti lainnya untuk mengembangkan agen antibiofilm. 
Antibiotik merupakan senyawa kimia yang memiliki efek kuat dalam membunuh 
suatu bakteri. Namun keterbatasan penetrasi antibiotik mengakibatkan sulitnya 
terapi pada infeksi bakteri penghasil biofilm sehingga memicu terjadinya 
resistensi. Adanya antibiofilm diharapkan dapat menurunkan mortalitas dan 
morbiditas pada pasien yang terinfeksi bakteri. Selain itu hasil penelitian ini dapat 
dijadikan tambahan wawasan lebih lanjut bagi peneliti yang ingin 




















   
BAB VII 
KESIMPULAN DAN SARAN 
7.1  Kesimpulan 
1. CFS A. aculeatus memiliki aktivitas antibiofilm terhadap biofilm 
bakteri P. aeruginosa. 
2. CFS A. aculeatus memiliki persentase tertinggi aktivitas 
pencegahan perlekatan terhadap biofilm bakteri P. aeruginosa pada 
konsentrasi 50% yaitu sebesar 25,64%. 
3. CFS A. aculeatus memiliki persentase tertinggi aktivitas 
penghambatan pertumbuhan terhadap biofilm bakteri P.  
aeruginosa pada konsentrasi 50% yaitu sebesar 46,88%. 
4. CFS A. aculeatus memiliki persentase tertingi aktivitas 
penghancuran terhadap biofilm bakteri P. aeruginosa pada 
konsentrasi 100% yaitu sebesar 25,49%. 
5. Hasil uji Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) membuktikan 
bahwa CFS A. aculeatus tidak dapat menghambat pertumbuhan 
bakteri P. aeruginosa. 
6. Hasil uji Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) menunjukan bahwa 
CFS Aspergillus aculeatus tidak dapat membunuh bakteri P. 
aeruginosa. 
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7.2 Saran 
1. Diperlukan adanya penelitian lanjutan mengenai senyawa aktif 
yang spesifik pada Aspergillus aculeatus dan mekanisme kerja 
senyawa tersebut sebagai agen antibiofilm dan antibakteri. 
2. Diperlukan adanya uji lanjutan untuk menentukan variasi 
konsentrasi CFS pada Aspergillus aculeatus sebagai agen 
antibiofilm dan antibakteri. 
3. Bagi peneliti selanjutnya dapat melakukan pengujian aktivitas 
antibiofilm pada bakteri yang berbeda dan dapat menggunakan 
metode yang berbeda pula. 
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Lampiran 1. Etik Penelitian 
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Lampiran 2. Hasil Uji Identifikasi Bakteri 
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Lampiran 3. Hasil Uji Identifikasi Jamur 
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Lampiran 4. Hasil Uji Biokimia Bakteri 
 
Lampiran 5. Pembuatan CFS A. aculeatus 





      
Jamur A. aculeatus 






inokulum A. aculeatus 







dengan kecepatan 120 
rpm 
 
CFS jamur A. aculeatus 
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Lampiran 6. Prosedur Uji Aktivitas Antibiofilm 




Uji Pencegahan Perlekatan Biofilm 
 
Hasil setelah diinkubasi 48 jam 
 
Hasil pewarnaan menggunakan kristal violet




Biofilm yang terbentuk 
pada inkubasi 48 jam 
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Uji Penghambatan Pertumbuhan Biofilm 
 
 
Hasil setelah diinkubasi 48 jam 
 
Hasil pewarnaan menggunakan kristal violet 
 
Uji Penghancuran Biofilm 
 
Hasil setelah diinkubasi 48 jam 
 
Hasil pewarnaan menggunakan kristal violet 
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Uji Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) 
 
Uji Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) 
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Lampiran 7. Hasil Data Uji Aktivitas Antibiofilm 




Nilai Optical Density  
Presentase 
pencegahan 
Pengulangan rata-rata ± SD 
1 2 3 
Kelompok Uji CFS 
100% 0,395 0,522 0,768 0,561 ± 0,154 - 
50% 0,286 0,219 0,270 0,258 ± 0,028 25,64% 
25% 0,368 0,280 0,212 0,287 ± 0,064 17,29 % 
12,5% 0,229 0,312 0,270 0,270 ± 0,033 22,10% 
Kelompok Kontrol 
Kontrol positif 0,321 0,375 0,406 0,367 ± 0,035 - 
kontrol negatif 0,321 0,306 0,414 0,347 ± 0,047  
Kontrol media 0,158 0,253 0,156 0,157 ± 0,001 
 




Nilai Optical Density  
Presentase 
pencegahan 
Pengulangan rata-rata ± SD 
1 2 3 
Kelompok Uji CFS 
100% 0,763 0,848 0,893 0,834 ± 0,053 46,36% 
50% 0,719 0,951 0,810 0,826 ± 0,095 46,88% 
25% 0,980 0,878 1,029 0,962 ± 0,062 38,13% 
12,5% 0,961 0,941 1,159 1,020 ± 0,098 34,40% 
Kelompok Kontrol 
Kontrol positif 0,344 0,332 0,323 0,333 ± 0,008 75,58% 
kontrol negatif 1,915 1,133 1,622 1,555 ± 0,322  
Kontrol media 0,309 0,348 0,372 0,343 ± 0,025 
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Nilai Optical Density  
Presentase 
pencegahan 
Pengulangan rata-rata ± SD 
1 2 3 
Kelompok Uji CFS 
100% 0,281 0,403 0,335 0,339 ± 0,049 25,49% 
50% 0,418 0,350 0,381 0,383 ± 0,027 15,82% 
25% 0,427 0,394 0,387 0,402 ± 0,017 11,64% 
12,5% 0,494 0,573 0,603 0,556 ± 0,045 5,11% 
Kelompok Kontrol 
Kontrol positif 0,685 0,693 0,764 0,714 ± 0,035 - 
kontrol negatif 0,771 0,393 0,595 0,586 ± 0,154  
Kontrol media 0,140 0,168 0,158 0,155 ± 0,011 
 
4. Hasil OD Uji Konsensentrasi Hambat Minimum (KHM) 
Perlakuan Nilai rata-rata OD KHM ΔOD ± SD 
Sebelum inkubasi Sesudah inkubasi 
K+ 0,433 0,458 0,025 ± 0,014 
100% 0,384 2,256 1,871 ± 0,039 
50% 0,368 2,322 1,954 ± 0,194 
25% 0,381 2,211 1,830 ± 0,131 
12,5% 0,397 2,136 1,739 ± 0,065 
K- 0,574 1,760 1,186 ± 0,031 
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Lampiran 8. Hasil Uji Statistik Aktivitas Antibiofilm Aspergillus aculeatus 
terhadap Biofilm P. aeruginosa 
1. Uji Pencegahan Perlekatan Biofilm P. aeruginosa 
a. Uji Normalitas 
Tujuan : Mengetahui normalitas distribusi data OD uji pencegahan 
perlekatan biofilm. 
Pengambilan keputusan :  
 Jika nilai signifikasi ≥ 0.05 data terdistribusi normal 
 Jika nilai signifikasi ≤ 0.05 data tidak terdistribusi normal 
Tabel 8.1 Hasil Uji Normalitas Pencegahan Perlekatan Biofilm 






Statistic df Sig. Statistic df Sig. 
optical_
density 
kontrol media .220 3 . .986 3 .776 
kontrol positif .244 3 . .971 3 .675 
konsentrasi 100% .230 3 . .981 3 .735 
konsentrasi 50% .302 3 . .910 3 .417 
konsentrasi 25% .184 3 . .999 3 .928 
konsentrasi 
12,5% 
.177 3 . 1.000 3 .971 
kontrol negatif .335 3 . .859 3 .263 
a. Lilliefors Significance Correction 
Keputusan : data OD pencegahan perlekatan biofilm pada semua 
kelompok perlakuan memiliki p value > 0.05 sehingga data terdistribusi 
normal. 
b. Uji Homogenitas 
Tujuan : Mengetahui homogenitas data OD uji pencegahan perlekatan 
biofilm. 
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Pengambilan keputusan : 
 Jika nilai signifikasi ≥ 0.05 data homogen 
 Jika nilai signifikasi ≤ 0.05 data tidak homogen 
Tabel 8.2 Hasil Uji Homogenitas Pencegahan Perlekatan Biofilm 
Test of Homogeneity of Variances 
 
Levene 
Statistic df1 df2 Sig. 
optical 
density 
Based on Mean 2.345 6 14 .089 
Based on Median 1.215 6 14 .355 
Based on Median and with 
adjusted df 
1.215 6 5.876 .411 
Based on trimmed mean 2.265 6 14 .097 
 
Keputusan : data OD pencegahan perlekatan biofilm memiliki p 
value > 0.05 sehingga data homogen dan dilakukan analisis menggunakan 
One-Way ANOVA. 
c. Uji One-way ANOVA 
Tujuan : untuk mengetahui apakah terdapat perbedaan signifikan antara 
kelompok perlakuan uji pencegahan perlekatan biofilm. 
Pengambilan keputusan :  
 Jika nilai signifikasi ≤ 0.05 ada perbedaan (H0 ditolak) 
 Jika nilai signifikasi ≥ 0.05 tidak ada perbedaan (H0 diterima) 
Tabel 8.3 Hasil Uji One-Way ANOVA Pencegahan Perlekatan Biofilm 
ANOVA 
optical density   
 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between 
Groups 
.206 6 .034 8.707 .000 
Within 
Groups 
.055 14 .004 
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Total .261 20    
Keputusan : data OD pencegahan perlekatan biofilm memiliki nilai 
p value < 0.05 sehingga terdapat adanya perbedaan antara data OD 
pencegahan perlekatan biofilm (H0 ditolak H1 diterima).  
d. Uji Post-Hoc Tukey 
Tujuan : untuk mengetahui kelompok perlakuan mana yang memiliki 
perbedaan secara signifikan. 
Pengambilan keputusan : 
 Jika nilai signifikasi ≤ 0.05 ada perbedaan (H0 ditolak) 
 Jika nilai signifikasi ≥ 0.05 tidak ada perbedaan (H0 diterima) 
Tabel 8.4 Hasil Uji Post-Hoc Tukey Pencegahan Perlekatan Biofilm 
Multiple Comparisons 
Dependent Variable:   optical density   




















 .051236 .014 -.38578 -.03589 
konsentrasi 100% -.347910
*
 .051236 .000 -.52286 -.17296 
konsentrasi 50% -.112922 .051236 .352 -.28787 .06203 
konsentrasi 25% -.137809 .051236 .172 -.31276 .03714 
konsentrasi 12,5% -.124371 .051236 .257 -.29932 .05058 
kontrol negatif -.193186
*





 .051236 .014 .03589 .38578 
konsentrasi 100% -.137073 .051236 .176 -.31202 .03787 
konsentrasi 50% .097914 .051236 .505 -.07703 .27286 
konsentrasi 25% .073028 .051236 .780 -.10192 .24798 
konsentrasi 12,5% .086466 .051236 .634 -.08848 .26141 






 .051236 .000 .17296 .52286 
kontrol positif .137073 .051236 .176 -.03787 .31202 
konsentrasi 50% .234988
*
 .051236 .006 .06004 .40994 
konsentrasi 25% .210101
*
 .051236 .014 .03515 .38505 
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konsentrasi 12,5% .223539
*
 .051236 .009 .04859 .39849 
kontrol negatif .154724 .051236 .100 -.02022 .32967 
konsentr
asi 50% 
kontrol media .112922 .051236 .352 -.06203 .28787 
kontrol positif -.097914 .051236 .505 -.27286 .07703 
konsentrasi 100% -.234988
*
 .051236 .006 -.40994 -.06004 
konsentrasi 25% -.024886 .051236 .999 -.19983 .15006 
konsentrasi 12,5% -.011448 .051236 1.000 -.18640 .16350 
kontrol negatif -.080263 .051236 .704 -.25521 .09468 
konsentr
asi 25% 
kontrol media .137809 .051236 .172 -.03714 .31276 
kontrol positif -.073028 .051236 .780 -.24798 .10192 
konsentrasi 100% -.210101
*
 .051236 .014 -.38505 -.03515 
konsentrasi 50% .024886 .051236 .999 -.15006 .19983 
konsentrasi 12,5% .013438 .051236 1.000 -.16151 .18839 




kontrol media .124371 .051236 .257 -.05058 .29932 
kontrol positif -.086466 .051236 .634 -.26141 .08848 
konsentrasi 100% -.223539
*
 .051236 .009 -.39849 -.04859 
konsentrasi 50% .011448 .051236 1.000 -.16350 .18640 
konsentrasi 25% -.013438 .051236 1.000 -.18839 .16151 





 .051236 .026 .01824 .36813 
kontrol positif -.017651 .051236 1.000 -.19260 .15730 
konsentrasi 100% -.154724 .051236 .100 -.32967 .02022 
konsentrasi 50% .080263 .051236 .704 -.09468 .25521 
konsentrasi 25% .055377 .051236 .924 -.11957 .23033 
konsentrasi 12,5% .068815 .051236 .821 -.10613 .24376 
*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
  
e.  Uji Korelasi Pearson 
Tujuan : untuk mengetahui apakah terdapat hubungan antara besarnya 
konsentrasi CFS dengan nilai OD yang diperoleh. 
Pengambilan keputusan :  
 Jika nilai signifikasi ≤ 0.05 ada perbedaan  
 Jika nilai signifikasi ≥ 0.05 tidak ada perbedaan 
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Tabel 8.5 Hasil Uji Korelasi Pearson Pencegahan Perlekatan Biofilm 
Correlations 
 Konsentrasi CFS optical density 
Konsentrasi 
CFS 
Pearson Correlation 1 -.401 
Sig. (2-tailed)  .138 
N 15 15 
optical 
density 
Pearson Correlation -.401 1 
Sig. (2-tailed) .138  
N 15 15 
 
Keputusan : hasil uji korelasi pencegahan perlekatan biofilm 
memiliki nilai signifikan sebesar 0.138 (p > 0.05) maka tidak adanya 
korelasi antara besarnya konsentrasi CFS dengan nilai OD. 
2. Uji Penghambatan Pertumbuhan Biofilm P. aeruginosa 
a. Uji Normalitas 
Tujuan : Mengetahui normalitas distribusi data OD uji penghambatan 
pertumbuhan biofilm. 
Pengambilan keputusan :  
 Jika nilai signifikasi ≥ 0.05 data terdistribusi normal 
 Jika nilai signifikasi ≤ 0.05 data tidak terdistribusi normal 
Tabel 8.6 Hasil Uji Normalitas Penghambatan Pertumbuhan Biofilm 








Kontrol Media .240 3 . .974 3 .693 
Kontrol Positif .200 3 . .995 3 .860 
Konsentrasi 100% .255 3 . .962 3 .627 
Konsentrasi 50% .206 3 . .993 3 .838 
Konsentrasi 25% .266 3 . .953 3 .582 
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Konsentrasi 
12.5% 
.352 3 . .825 3 .175 
Kontrol Negatif .261 3 . .957 3 .601 
a. Lilliefors Significance Correction 
 
Keputusan : data OD penghambatan pertumbuhan biofilm pada 
semua kelompok perlakuan memiliki p value > 0.05 sehingga data 
terdistribusi normal. 
b. Uji Homogenitas 
Tujuan : Mengetahui homogenitas data OD uji penghambatan 
pertumbuhan biofilm. 
Pengambilan keputusan : 
 Jika nilai signifikasi ≥ 0.05 data homogen 
 Jika nilai signifikasi ≤ 0.05 data tidak homogen 
Tabel 8.7 Hasil Uji Homogenitas Penghambatan Pertumbuhan Biofilm 
Test of Homogeneity of Variances 
 
Levene 
Statistic df1 df2 Sig. 
optical 
density 
Based on Mean 2.465 6 14 .077 
Based on Median .850 6 14 .553 
Based on Median and with 
adjusted df 
.850 6 5.752 .577 
Based on trimmed mean 2.319 6 14 .091 
 
Keputusan : data OD pencegahan perlekatan biofilm memiliki p 
value > 0.05 sehingga data homogen dan dilakukan analisis menggunakan 
One-Way ANOVA.  
c. Uji One-Way ANOVA 
Tujuan : untuk mengetahui apakah terdapat perbedaan signifikan antara 
kelompok perlakuan uji penghambatan pertumbuhan biofilm. 
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Pengambilan keputusan :  
 Jika nilai signifikasi ≤ 0.05 ada perbedaan (H0 ditolak) 
 Jika nilai signifikasi ≥ 0.05 tidak ada perbedaan (H0 diterima) 
Tabel 8.8 Hasil Uji One-Way ANOVA Penghambatan Pertumbuhan 
Biofilm 
ANOVA 
optical density   
 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between 
Groups 
5.837 6 .973 53.335 .000 
Within 
Groups 
.255 14 .018 
  
Total 6.093 20    
 
Keputusan : data OD pencegahan perlekatan biofilm memiliki nilai 
p value < 0.05 sehingga terdapat adanya perbedaan antara data OD 
penghambatan pertumbuhan biofilm (H0 ditolak H1 diterima).  
d. Uji Post-Hoc Tukey 
Tujuan : untuk mengetahui kelompok perlakuan mana yang memiliki 
perbedaan secara signifikan. 
Pengambilan keputusan : 
 Jika nilai signifikasi ≤ 0.05 ada perbedaan (H0 ditolak) 
 Jika nilai signifikasi ≥ 0.05 tidak ada perbedaan (H0 diterima) 






   
Multiple Comparisons 
Dependent Variable:   optical density   
























 .11027 .000 -1.2666 -.5136 
Konsentrasi 50% -.87599
*
 .11027 .000 -1.2525 -.4994 
Konsentrasi 25% -1.03237
*





 .11027 .000 -1.4651 -.7121 
Kontrol Negatif -1.49236
*
 .11027 .000 -1.8689 -1.1158 
Kontrol 
Positif 





 .11027 .000 -1.2936 -.5406 
Konsentrasi 50% -.90299
*
 .11027 .000 -1.2795 -.5265 
Konsentrasi 25% -1.05937
*





 .11027 .000 -1.4921 -.7391 
Kontrol Negatif -1.51936
*






 .11027 .000 .5136 1.2666 
Kontrol Positif .91710
*
 .11027 .000 .5406 1.2936 
Konsentrasi 50% .01411 .11027 1.000 -.3624 .3906 
Konsentrasi 25% -.14227 .11027 .846 -.5188 .2343 
Konsentrasi 
12.5% 
-.19850 .11027 .568 -.5750 .1780 
Kontrol Negatif -.60226
*






 .11027 .000 .4994 1.2525 
Kontrol Positif .90299
*
 .11027 .000 .5265 1.2795 
Konsentrasi 
100% 
-.01411 .11027 1.000 -.3906 .3624 
Konsentrasi 25% -.15638 .11027 .784 -.5329 .2202 
Konsentrasi 
12.5% 
-.21261 .11027 .495 -.5891 .1639 
Kontrol Negatif -.61637
*





 .11027 .000 .6558 1.4089 
Kontrol Positif 1.05937
*
 .11027 .000 .6828 1.4359 
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25% Konsentrasi 
100% 
.14227 .11027 .846 -.2343 .5188 
Konsentrasi 50% .15638 .11027 .784 -.2202 .5329 
Konsentrasi 
12.5% 
-.05623 .11027 .998 -.4328 .3203 
Kontrol Negatif -.45999
*






 .11027 .000 .7121 1.4651 
Kontrol Positif 1.11560
*
 .11027 .000 .7391 1.4921 
Konsentrasi 
100% 
.19850 .11027 .568 -.1780 .5750 
Konsentrasi 50% .21261 .11027 .495 -.1639 .5891 
Konsentrasi 25% .05623 .11027 .998 -.3203 .4328 
Kontrol Negatif -.40376
*





 .11027 .000 1.1158 1.8689 
Kontrol Positif 1.51936
*





 .11027 .001 .2257 .9788 
Konsentrasi 50% .61637
*
 .11027 .001 .2398 .9929 
Konsentrasi 25% .45999
*





 .11027 .032 .0272 .7803 
*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
 
e. Uji Korelasi Pearson 
Tujuan : untuk mengetahui apakah terdapat hubungan antara besarnya 
konsentrasi CFS dengan nilai OD yang diperoleh. 
Pengambilan keputusan :  
 Jika nilai signifikasi ≤ 0.05 ada perbedaan  
 Jika nilai signifikasi ≥ 0.05 tidak ada perbedaan 
Tabel 8.10 Hasil Uji Korelasi Pearson Penghambatan Pertumbuhan 
Biofilm 
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CFS optical density 
Konsentra
si CFS 
Pearson Correlation 1 .782
**
 
Sig. (2-tailed)  .001 






Sig. (2-tailed) .001  
N 15 15 
**. Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed). 
 
 Keputusan : hasil uji korelasi pencegahan perlekatan biofilm 
memiliki nilai signifikan sebesar 0.001 (p < 0.05) maka adanya korelasi 
antara besarnya konsentrasi CFS dengan nilai OD. 
3. Uji Penghancuran Biofilm P. aeruginosa 
a. Uji Normalitas 
Tujuan : Mengetahui normalitas distribusi data OD uji penghancuran 
biofilm. 
Pengambilan keputusan :  
 Jika nilai signifikasi ≥ 0.05 data terdistribusi normal 
 Jika nilai signifikasi ≤ 0.05 data tidak terdistribusi normal 
Tabel 8.11 Hasil Uji Normalitas Penghancuran Biofilm 








kontrol media .241 3 . .974 3 .688 
kontrol positif .352 3 . .825 3 .176 
konsentrasi 100% .197 3 . .996 3 .874 
konsentrasi 50% .190 3 . .997 3 .903 
konsentrasi 25% .324 3 . .877 3 .314 
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konsentrasi 
12,5% 
.281 3 . .937 3 .515 
kontrol negatif .185 3 . .998 3 .924 
a. Lilliefors Significance Correction 
 
Keputusan : data OD penghancuran biofilm pada semua kelompok 
perlakuan memiliki p value > 0.05 sehingga data terdistribusi normal. 
b. Uji Homogenitas 
Tujuan : Mengetahui homogenitas data OD uji penghancuran biofilm. 
Pengambilan keputusan : 
 Jika nilai signifikasi ≥ 0.05 data homogen 
 Jika nilai signifikasi ≤ 0.05 data tidak homogen 
Tabel 8.12 Hasil Uji Homogenitas Penghancuran Biofilm 
 
Test of Homogeneity of Variances 
 Levene Statistic df1 df2 Sig. 
Optical 
Density 
Based on Mean 2.568 6 14 .068 
Based on Median 1.937 6 14 .144 
Based on Median and with 
adjusted df 
1.937 6 3.899 .276 
Based on trimmed mean 2.534 6 14 .071 
 
Keputusan : data OD penghancuran biofilm memiliki p value > 
0.05 sehingga data terdistribusi homogen dan dilakukan analisis 
menggunakan One-way ANOVA.  
c. Uji One-way ANOVA 
Tujuan : untuk mengetahui apakah terdapat perbedaan signifikan antara 
kelompok perlakuan uji penghancuran biofilm. 
Pengambilan keputusan :  
 Jika nilai signifikasi ≤ 0.05 ada perbedaan (H0 ditolak) 
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 Jika nilai signifikasi ≥ 0.05 tidak ada perbedaan (H0 diterima) 
Tabel 8.13 Hasil Uji One-way ANOVA Penghancuran Biofilm 
ANOVA 
Optical Density   
 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between 
Groups 
.616 6 .103 15.494 .000 
Within 
Groups 
.093 14 .007 
  
Total .709 20    
 
Keputusan : data OD pencegahan perlekatan biofilm memiliki nilai 
p value < 0.05 sehingga terdapat adanya perbedaan antara data OD 
penghancuran biofilm (H0 ditolak H1 diterima).  
d. Uji Post-Hoc Tukey 
Tujuan : untuk mengetahui kelompok perlakuan mana yang memiliki 
perbedaan secara signifikan. 
Pengambilan keputusan : 
 Jika nilai signifikasi ≤ 0.05 ada perbedaan (H0 ditolak) 
 Jika nilai signifikasi ≥ 0.05 tidak ada perbedaan (H0 diterima) 
Tabel 8.14 Hasil Uji Post-Hoc Tukey Penghancuran Biofilm 
Multiple Comparisons 
Dependent Variable:   Optical Density   




















 .066471 .000 -.78564 -.33170 
konsentrasi 100% -.184333 .066471 .150 -.41130 .04264 
konsentrasi 50% -.227667
*
 .066471 .049 -.45464 -.00070 
konsentrasi 25% -.247333
*
 .066471 .029 -.47430 -.02036 
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konsentrasi 12,5% -.401333
*
 .066471 .000 -.62830 -.17436 
kontrol negatif -.431000
*





 .066471 .000 .33170 .78564 
konsentrasi 100% .374333
*
 .066471 .001 .14736 .60130 
konsentrasi 50% .331000
*
 .066471 .003 .10403 .55797 
konsentrasi 25% .311333
*
 .066471 .005 .08436 .53830 
konsentrasi 12,5% .157333 .066471 .280 -.06964 .38430 




kontrol media .184333 .066471 .150 -.04264 .41130 
kontrol positif -.374333
*
 .066471 .001 -.60130 -.14736 
konsentrasi 50% -.043333 .066471 .993 -.27030 .18364 
konsentrasi 25% -.063000 .066471 .957 -.28997 .16397 
konsentrasi 12,5% -.217000 .066471 .065 -.44397 .00997 
kontrol negatif -.246667
*





 .066471 .049 .00070 .45464 
kontrol positif -.331000
*
 .066471 .003 -.55797 -.10403 
konsentrasi 100% .043333 .066471 .993 -.18364 .27030 
konsentrasi 25% -.019667 .066471 1.000 -.24664 .20730 
konsentrasi 12,5% -.173667 .066471 .194 -.40064 .05330 





 .066471 .029 .02036 .47430 
kontrol positif -.311333
*
 .066471 .005 -.53830 -.08436 
konsentrasi 100% .063000 .066471 .957 -.16397 .28997 
konsentrasi 50% .019667 .066471 1.000 -.20730 .24664 
konsentrasi 12,5% -.154000 .066471 .301 -.38097 .07297 






 .066471 .000 .17436 .62830 
kontrol positif -.157333 .066471 .280 -.38430 .06964 
konsentrasi 100% .217000 .066471 .065 -.00997 .44397 
konsentrasi 50% .173667 .066471 .194 -.05330 .40064 
konsentrasi 25% .154000 .066471 .301 -.07297 .38097 





 .066471 .000 .20403 .65797 
kontrol positif -.127667 .066471 .499 -.35464 .09930 
konsentrasi 100% .246667
*
 .066471 .029 .01970 .47364 
konsentrasi 50% .203333 .066471 .093 -.02364 .43030 
konsentrasi 25% .183667 .066471 .153 -.04330 .41064 
konsentrasi 12,5% .029667 .066471 .999 -.19730 .25664 
*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
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e. Uji Korelasi Pearson 
Tujuan : untuk mengetahui apakah terdapat hubungan antara besarnya 
konsentrasi CFS dengan nilai OD yang diperoleh. 
Pengambilan keputusan :  
 Jika nilai signifikasi ≤ 0.05 ada perbedaan  
 Jika nilai signifikasi ≥ 0.05 tidak ada perbedaan 




CFS Optical Density 
Konsentra
si CFS 
Pearson Correlation 1 .754
**
 
Sig. (2-tailed)  .001 






Sig. (2-tailed) .001  
N 15 15 
**. Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed). 
 
Keputusan : hasil uji korelasi penghancuran biofilm memiliki nilai 
signifikan sebesar 0.001 (p < 0.05) maka terdapat adanya korelasi antara 
besarnya konsentrasi CFS dengan nilai OD. 
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